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Les maladies neurodégénératives regroupent un ensemble de neuropathologies qui se caractérisent 
par le dysfonctionnement progressif des neurones et leur perte irréversible au niveau du système 
nerveux central. Parmi ces maladies figure la maladie d’Alzheimer (MA) qui est une des conditions 
neurodégénératives la plus fréquente. Bien qu’aucune étiologie n’ait encore été identifiée, le 
vieillissement est par conséquent le principal facteur de risque de la MA. Grâce aux recherches 
réalisées sur le vieillissement, des caractéristiques de changements cellulaires et biochimiques, 
comme la sénescence cellulaire et l’inflammaging, ont été associées à ce phénomène. La 
sénescence cellulaire qui se définit par un état d’arrêt du cycle cellulaire pourrait aggraver une 
maladie neurodégénérative, entre autres par le biais de phénotypes sécrétoires associés à la 
sénescence. L’implication du proto-oncogène BMI1 dans la régulation du cycle cellulaire et la 
sénescence a été démontrée à travers son inhibition du locus INK4/ARF. De plus, une déficience 
en BMI1 a été rapportée dans des neurones de certains patients avec la MA, et elle est également 
associée à une neurodégénérescence précoce. Le complexe NF-κB participe à l’expression d’un 
large éventail de gènes de cytokines pro-inflammatoires impliquées dans les processus de 
l’inflammaging et de la sénescence cellulaire. Cependant, l’implication conjointe de BMI1 et de 
NF-κB dans les processus de neurodégénérescence demeure peu connue. Compte tenu de ce 
contexte, dans le cadre de ce projet de maitrise, nous avons voulu explorer l’implication conjointe 
des molécules BMI1 et de la voie canonique du facteur NF-κB dans la production de cytokines 
pro-inflammatoires en utilisant des modèles in vivo et in vitro reproduisant un phénotype de 
neurodégénérescence similaire à la maladie d’Alzheimer. Nos résultats indiquent qu’une 
déficience en BMI1 est corrélée à une inactivation du facteur NF-κB aussi bien dans des neurones 
in vitro qu’in vivo ainsi qu’a une baisse de l’expression des cytokines IL6 et IL8. Bien que nous 
présentions des résultats générés à partir d’expériences non dupliquées, ils convergent tout de 
même vers des conclusions similaires à celles obtenues au niveau de pathologies cancéreuses. 
Ainsi notre projet apporte une information additionnelle qui pourrait servir à la compréhension des 
mécanismes sous-jacents au phénomène de l’inflammaging dans la neurodégénérescence.  
Mots clés : Neurodégénérescence, maladie d’Alzheimer, sénescence, phénotypes sécrétoires 




Neurodegenerative diseases are a group of neuropathologies characterized by the progressive 
dysfunction of neurons and their death in the central nervous system. Among these diseases, 
Alzheimer's disease (AD) is the most common one. Although no aetiology has yet been identified, 
aging is therefore the main risk factor for AD. Thanks to several research work on aging, cellular 
characteristics and biochemical changes, such as senescence and inflammaging, have been 
associated with this phenomenon. Senescence, which is defined as a state of cell cycle arrest, could 
worsen neurodegenerative diseases throughout senescence associated secretory phenotypes. The 
involvement of the proto-oncogene BMI1 in cell cycle regulation and senescence has been 
demonstrated through its inhibition of the INK4/ARF locus. Additionally, BMI1 deficiency has 
been reported in neurons of AD patients, and it is also associated with early neurodegeneration. 
The NF-κB complex participates in the expression of a wide range of pro-inflammatory cytokine 
involved in the processes of inflammaging and cellular senescence. However, little is known about 
the joint involvement of BMI1 and NF-κB molecules in neurodegeneration processes. Given this 
context, within the framework of this master's project, we wanted to explore the combined 
implication of BMI1 and the canonical pathway of the NF-κB factor in the production of pro-
inflammatory cytokines using in vivo and in vitro models reproducing a neurodegenerative 
phenotype similar to Alzheimer's disease. Our results indicate that a deficiency in BMI1 is 
correlated to an inactivation of the NF-κB expression both in vitro and in vivo neurones, as well 
as with a decrease in the expression of cytokines IL6 and IL8. Although we present results 
generated from unduplicated experiments, they nonetheless converge towards similar conclusions 
obtained in studies carried out on cancerous pathologies. Thus, our project provides additional 
information that could help to understand the mechanisms underlying the inflammaging 
phenomena in neurodegeneration. 
Keywords: Neurodegeneration, Alzheimer's disease, cellular senescence, senescence-associated 
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L’objectif de ce projet de maitrise a été d’étudier l’implication des molécules BMI1 et NF-κB dans 
la production de cytokines pro-inflammatoires en utilisant des modèles in vitro et in vivo 
reproduisant un phénotype de neurodégénérescence similaire à la maladie d’Alzheimer.  
La maladie d’Alzheimer est une des maladies neurodégénératives les plus fréquente et elle 
représente environ deux tiers des cas de démence1. C’est une pathologie qui pose plusieurs défis 
tant au niveau de sa genèse que de son diagnostic précoce et de sa prise en charge thérapeutique2. 
En 2010, le Alzheirmer’s Disease International (ADI) estimait l’impact économique mondial de 
la démence à environ 604 milliards $3. Alors qu’en 2015, ce coût s’élevait à plus de 818 milliards 
$3. Selon l'Organisation mondiale de la santé (OMS), environ 50 millions de personnes ont reçu 
un diagnostic de démence en 2019, soit une estimation de près de 10 millions de nouveaux cas par 
an. Malheureusement, l’impact de cette maladie est important non seulement sur la personne qui 
en souffre, mais également sur sa famille, le système de santé et la société en général. On reconnaît 
à la MA deux principales caractéristiques histopathologiques, soit la formation extracellulaire de 
plaques séniles de βamyloïde 42-43 et la formation intracellulaire d’enchevêtrements 
neurofibrillaires secondaires à l’excès de phosphorylation de la protéine Tau4. Plusieurs facteurs 
de risque génétiques comme non génétiques ont été associés au développement de la MA, 
cependant, aucune cause directe n’a encore été identifiée4. Le vieillissement est par conséquent, le 
facteur de risque le plus important associé à la maladie d’Alzheimer5. La sénescence cellulaire est 
un phénomène possédant des propriétés bénéfiques comme délétères sur les tissus pouvant 
aggraver une maladie neurodégénérative comme la MA6. Il a été démontré que les cellules 
sénescentes exprimant la protéine inhibitrice du cycle cellulaire p16INK4A, entraînaient activement 
la détérioration des tissus avec l'âge7,8 et contribuait à plusieurs maladies associées au 
vieillissement9. La protéine BMI1, membre du groupe des Polycomb (PcG), est justement 
impliquée dans la régulation du cycle cellulaire et la senescence10, à travers l’inhibition du locus 
INK4/ARF11 et l’expression des protéines p16INK4A et p14ARF10. De plus, la déficience en BMI1 
a été associée à la fois à des signes précoces de neurodégénérescence dans des modèles de 
souris12,13 mais également à la forme sporadique tardive de la MA dans des neurones de cerveaux 
de patients en post mortem14. Une des caractéristiques des cellules sénescentes qui leur permet 
d’avoir un effet sur leur microenvironnement, est leur habilité à sécréter des molécules pro-
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inflammatoires appelées phénotypes sécrétoires associés à la sénescence (PSAS)6. En effet, 
l’inflammation chronique est un des mécanismes biologiques majeur sous-jacent aux processus du 
vieillissement et des maladies dont le principal facteur de risque est le vieillissement15. Le facteur 
NF-κB en contrôlant la transcription des gènes de cytokines pro-inflammatoires en lien avec les 
PSAS a une fonction pro-sénescente16 et de ce fait, un rôle dans la médiation inflammatoire au 
niveau des tissus du cerveau et dans les phénomènes de l’inflammaging et la 
neurodégénérescence15,2.  
Compte tenu de l’implication des molécules BMI1 et NF-κB dans les phénomènes de 
vieillissement et de neurodégénérescence à travers leur rôles respectifs  dans les processus de la 
sénescence et de l’inflammaging, nous nous sommes intéressés à leur interaction dans un contexte 
de neurodégénérescence.  
Méthodologie: Afin de répondre à l’objectif de notre projet de recherche, nous avons étudié les 
variations de l’expression du facteur NF-κB dans un contexte de déficience en BMI1; in vitro au 
niveau de cellules immortalisées HEK293T et de neurones matures post-mitotiques, et in vivo au 
niveau de cerveaux de souris Bmi1+/- et Bmi1+/+. Pour ce faire nous avons utilisé la technique 
d’édition du génome CRISPR/cas9 pour des expériences d'invalidation génique (knockout) du 
BMI1 et des plasmides codant pour un petit ARN en épingle à cheveux (shRNA) dirigé contre 
BMI1. Nous avons également procédé à l’extraction de protéines à partir de cerveaux de souris 
Bmi1+/- et Bmi1+/+ (WT) afin de quantifier l’expression de NF-κB. D’un autre côté, l’étude de 
l’expression du BMI1 dans un contexte de déficience en NF-κB, s’est basée sur l’inhibition 
chimique de la voie NF-κB avec la molécule CAPE au niveau de cellules HEK293T. Nous avons 
par la suite procédé à l’analyse de nos résultats d’expériences en utilisant des techniques de RT-
qPCR et d'immunobuvardage.  
Résultats : Les résultats obtenus indiquent que dans un contexte de déficience en BMI1 le facteur 
de transcription NF-κB est inhibé aussi bien au niveau de neurones matures post-mitotiques in 
vitro que dans les cerveaux de souris Bmi1+/-. Nous observons aussi une baisse de l’expression des 
IL6 et IL8 aussi bien au niveau des cellules HEK293T qu’au niveau de neurones matures post-
mitotiques avec un knockout ou une déplétion de BMI1. Nous observons aussi que l’inhibition de 
la voie NF-κB provoque une réduction de l’expression du BMI1 dans les cellules HEK293T. Ces 
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résultats suggèrent l’existence d’une relation entre BMI1 et le facteur de transcription NF-κB et 
où BMI1 participerait à l’activation de la voie NF-κB.  
Conclusion et avantage du projet: La maladie d’Alzheimer est une condition de santé 
extrêmement débilitante. Son diagnostic précoce demeure impossible de même qu’il n’existe 
aucun traitement pouvant stopper son évolution. De plus en plus, on reconnait aux processus 
inflammatoires chroniques de faible degré ou l’inflammaging, un rôle important dans la genèse de 
la démence, le déclin cognitif et d’autres phénotypes neurodégénératifs liés au vieillissement. Bien 
que dans le cadre de ce projet nous présentons des résultats générés à partir d’expériences non 
dupliquées, la motivation première de ce travail était d’apporter une information additionnelle qui 
pourrait servir à la compréhension des mécanismes sous-jacents aux phénomènes de 





La maladie d’Alzheimer  
1. Définition   
Décrite depuis plus de 100 ans par le Dr. Alzheimer, la maladie d’Alzheimer (MA) est une 
pathologie neurologique chronique du type dégénératif17. 95% des cas de MA sont du type 
sporadique tardif et se manifestent après l’âge de 65 ans4. Des études de cohortes prospectives 
telles que celle de Villemagne VL et al., suggèrent que la MA peut avoir un cours préclinique de 
plus de 20 ans avant même que les premiers symptômes cliniques de déclin cognitif ne se 
présentent18. Généralement, les sujets atteints de cette condition présentent une perte progressive 
de la mémoire à court terme suivi par la perte de la mémoire à long terme4. Des troubles de nature 
neuropsychiatrique telle que l’agitation, les hallucinations auditives où des épisodes de paranoïa 
peuvent également être observés chez certains patients4. Compte tenu du caractère non spécifique 
et très variable de la symptomatologie de la MA, un large éventail de pathologies 
neuropsychiatriques peuvent avoir la même présentation ce qui rend le diagnostic précoce souvent 
difficile à établir18. 
2. Physiopathologie  
Le cerveau humain est un organe complexe composé de plus de 100 millions de cellules nerveuses 
et gliales qui communiquent entre elles via des neurotransmetteurs4,19. Cette communication a lieu 
au niveau de terminaisons axonales et dendritiques spécifiques connues par les boutons 
synaptiques. Le cerveau compte plus de 100 milliards de ces terminaisons synaptiques4. La 
communication entre les neurones à travers des connexions synaptiques est vitale et permet la 
diffusion de l'information à travers les circuits neuronaux afin de former la base cellulaire de la 














Au cours de la maladie d'Alzheimer, il se produit un remarquable déclin cognitif qui résulte de la 
dégénérescence progressive de la fonction cholinergique20. Deux phénomènes histopathologiques 
cardinaux caractérisent la MA, soit l'accumulation extracellulaire anormale de plaques insolubles 
de bêta-amyloïde 42 et l'accumulation intracellulaire de neurofilaments de protéine Tau hyper 
phosphorylée21. De ce fait, l’intégrité du réseau neuroglial au niveau des régions corticales fronto-
temporales, de l’hippocampe et du système limbique est perturbée4. La protéine précurseur de la 
bêta amyloïde (APP) est une large protéine localisée au niveau et autour de la membrane cellulaire 
des neurones. L'agrégation du peptide β amyloïde produit à partir du clivage de l'APP est non 
seulement toxique et interfère avec la signalisation cellulaire, mais peut également être impliquée 
dans le déclenchement d'un état chronique d'inflammation responsable de lésions neurologiques 
irréversibles22. De par leur action protéolytique séquentielle, deux principales enzymes sont 
impliquées dans la production de la β-amyloïde 42, la β-sécrétase (BACE1) « β-site APP cleaving 
enzyme » et la γ-sécrétase (BACE2)22. 
En plus de la formation extracellulaire de plaque de β amyloide, la phosphorylation anormale et 
excessive de la protéine Tau donne lieu à des enchevêtrements neurofibrillaires intracellulaires23,24. 
Cette protéine fait partie d'un grand groupe de protéines qui interagissent avec la tubuline pour 
former les différentes structures intracellulaires du cytosquelette23,24. Le cytosquelette, lui-même 
composé de protéines associées aux microtubules ou MAP, est l'élément central qui permet aux 
neurones du système nerveux central d'avoir de longues projections axonales24 (Figure 2). 
 
Figure 24: Image microscopique (10x) du circuit de connexion 
neuronale de cellules humaines matures et mises en culture in vitro en 













Figure 25: Formation de plaques séniles de β amyloïde et d’enchevêtrements neurofibrillaires qui mènent à une 
apoptose neuronale. Crée avec https ://biorender.com 
Dans la MA, outre l’effet toxique des plaques séniles et le disfonctionnement neurotrophique, 
l’apoptose des neurones est la conséquence de l’activation de plusieurs voies de signalisations et 
de mécanismes biochimiques20. Nous pouvons citer par exemple l’altération du transport 
microtubulaire, la diminution du métabolisme du glucose, la présence d’une excitotoxicité, le 
stress oxydatif, le disfonctionnement mitochondrial et les processus inflammatoires20. En effet, 
parmi la longue liste de facteurs déclenchant des mécanismes de la mort cellulaire figure la 
production de cytokines pro-inflammatoires telles que les TNFα et l’interleukine 1β secondaire à 
l’activation de la voie NF-B20, 25. 
Au niveau anatomique, l’apoptose neuronale affecte à la fois la substance grise comme la 
substance blanche du cerveau et se traduit par une atrophie ou un amincissement de différentes 
régions du cerveau26. Grâce aux images de tomodensitométrie et de résonnance magnétique, 
l'atrophie du cortex cérébral a une distribution globale avec une prédominance au niveau des 

















3. Facteurs de risques  
a. Facteurs de risques génétiques : 
Jusqu’à nos jours aucun gène ou agent causal direct de la MA n’a été identifié. Néanmoins 
plusieurs mutations génétiques identifiées, peuvent augmenter le risque de développer aussi bien 
la forme héréditaire de la MA que la forme sporadique tardive de la MA. Par exemple, les 
variations génétiques de l'allèle apolipoprotéine E (apoE), localisé au chromosome 19, ont été 
associées à un risque élevé de développer la forme sporadique tardive21,27. L’apoE est exprimée en 
quantités importantes principalement au niveau du foie et du cerveau28. Elle joue un rôle important 
dans le métabolisme et le transport des lipides et du cholestérol27. Au niveau du système nerveux 
central elle est principalement sécrétée par les cellules gliales (astrocyte et microglie) et en moindre 
quantité par les neurones27. Chez l’être humain, l’apoE existe sous trois isoformes, les epsilons 2, 
3 et 4 (є2, є3 et є4)27, 28.  
Bien que ces trois isoformes ne diffèrent entre eux qu’à travers un ou deux acides aminés, au résidu 
112 ou 158, ces différences sont suffisantes pour induire d’importantes modifications aussi bien 
dans la structure que dans la fonction de l'apoE28, 29. Sur les trois isoformes de l’apoE, seule l’apoE 
є4 est associée à un risque élevé de développement de la forme sporadique de la MA, avec une 
forte corrélation de dose-dépendance entre l'âge d'apparition des symptômes30 et le degré du déclin 
cognitif31 .  
Figure 26: Image d’une TDM montrant une atrophie cérébrale au niveau d’un cerveau d’un patient avec la 
MA. Source: Nutt,D. Imperial College London (2017)144. 
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La deuxième forme de la MA est dite familiale et elle représente moins de 5% des cas, elle est 
héréditaire de manière autosomique dominante avec une pénétrance presque complète32. Les 
mutations rencontrées dans cette forme affectent le fonctionnement de la protéine précurseur de 
l’amyloïde (APP) (chr.21), de la préséniline 1 (PSEN1) (chr.14) et de la préséniline 2 (PSEN2) 
(chr.1)32. La trisomie 21 ou le syndrome de Down est également un autre facteur de risque 
génétique important associé à la MA33. La majorité des patients souffrant de ce syndrome finissent 
par développer des troubles cognitifs accompagnés de changements neurologiques similaires à la 
MA dès l'âge de 40 ans car ils sont porteurs de trois copies du gène APP localisé au chromosome 
2133, 34.  
b. Facteurs de risques non génétiques  
b.1 Facteurs de risques modifiables : Il existe de plus en plus de données empiriques et probantes 
démontrant les effets bénéfiques associés à la modification de certains facteurs de risques liés aux 
habitudes de vie et qui permettent de réduire le risque d’apparition de la MA. Ces facteurs sont 
principalement associés au diabète sucré, au tabagisme, à l’obésité, à la dépression, à l'inactivité 
intellectuelle et physique, à l'hypertension artérielle, et au faible niveau de scolarité35. 
b.2 Facteurs de risques non modifiables liés à l’âge : La fascination de l’être humain pour la 
durée maximale passée sur terre, ou la longévité, trouve son origine en Afrique, il y a plus de 100 
000 ans, avec l'émergence de la pensée complexe36. Bien qu’une distinction existe entre la 
longévité et le vieillissement, dans les maladies neurodégénératives telle que la maladie 
d’Alzheimer, le vieillissement est le principal facteur de risque37. Par exemple, en 2014, la 
prévalence de cette maladie chez les personnes âgées de 95 ans et plus était de 50% aux États 
Unis1, 37. Il a aussi été démontré que le vieillissement altérait les fonctions cérébrales, comme la 
fonction cognitive dépendante de l'hippocampe et ce en dehors d’un contexte de pathologie 
neurodégénérative38. 
Le vieillissement, comme phénomène biologique inévitable, est associé à des changements aussi 
bien dans l’apparence physique que dans les fonctions des différentes structures tissulaires d’un 
individu ou d’un organisme37. Au cours des dernières années, les recherches sur le vieillissement 
ont été marquées par des percées sans précédent, avec la découverte de voies génétiques, de 
processus biochimiques et de caractéristiques moléculaires impliqués dans le contrôle, dans une 
certaine mesure, du phénomène du vieillissement. Dans le cadre de ce mémoire nous allons aborder 
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deux de ces mécanismes moléculaires compte tenu de leur forte interconnexion et implication dans 
les processus physiopathologiques des maladies neurodégénératives; soit la sénescence cellulaire 
et l’inflammaging37, 39.  
Rôle de la sénescence cellulaire dans le vieillissement et la 
neurodégénérescence et ses mécanismes d’induction   
La sénescence cellulaire telle que décrite initialement par L.Hayflick et P.Moorehead au niveau 
des fibroblastes est un arrêt de la croissance et du cycle cellulaire. Au cours de ce phénomène, les 
cellules atteignent un stade de croissance maximale avec un arrêt de leur cycle et commencent à 
exhiber un phénotype sécrétoire associé à la sénescence (SASP) 9,40,41. Plusieurs études ont 
démontré que les cellules sénescentes participaient aux dysfonctionnements tissulaires et 
contribuaient activement à l'accélération du processus de vieillissement. En effet, l’implication de 
la sénescence dans les processus du vieillissement a été expliqué par la «théorie de pléiotropie 
antagoniste »42. Selon cette théorie, élaborée par le biologiste George C. Williams en 1957, un 
processus biologique peut être à la fois bénéfique comme néfaste pour un organisme42. Dans 
l’optique de démystifier les mécanismes moléculaires sous-jacents aux effets du temps sur les 
tissus, Ng M. H. et al. démontraient en 2009, qu’il n’y avait aucune corrélation entre l’âge d’un 
donneur de fibroblastes et l'arrêt du cycle cellulaire de ces mêmes fibroblastes in vitro ou du déclin 
de l'activité de la télomérase. D’un autre côté, d'autres études démontraient que l'accumulation de 
cellules sénescentes dans des tissus sains participait fortement au vieillissement de ces mêmes 
tissus in vivo 43 44. De plus, les cellules sénescentes exprimant la protéine p16INK4A qui induit un 
arrêt du cycle cellulaire, participeraient activement à la détérioration des tissus avec l'âge7,8,9 et au 
développement de plusieurs maladies associées au vieillissement comme l’athérosclérose45,9. .De 
nombreux travaux de recherche ont pu démontrer que l’accumulation de cellules sénescentes au 
niveau de plusieurs tissus vieillissants ou avec une maladie chronique accélérait le déclin des 
fonctions tissulaires des organes touchés46, néanmoins au niveau du cerveau les mécanismes 
cellulaires qui contribuent à la physiopathologie des maladies neurodégénératives est une question 
toujours à l’étude9.  
D’autre part, toujours selon la « théorie de pléiotropie antagoniste », bien que la sénescence 
cellulaire soit fortement associée au vieillissement et à l’aggravation de certaines maladies 
chroniques et cancéreuses47, on reconnait également aux cellules sénescentes un rôle bénéfique 
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dans différentes fonctions physiologiques42. Ces cellules, sont dans les faits néfastes uniquement 
lorsqu’elles s’accumulent et persistent au niveau des tissus48. Alors que lorsqu’elles sont 
transitoires et systématiquement éliminées par les cellules immunitaires, elles contribuent 
positivement aux processus de cicatrisation, au développement embryonnaire, à la suppression des 
tumeurs et à la régénération des tissus et du système immunitaires49.50 51 (Figure 4). 
Au niveau du cerveau de plus en plus d’études démontrent le rôle de la sénescence dans les 
phénomènes du vieillissement et des maladies neurodégénératives9. En effet, au cours de la 
sénescence, les neurones tout comme les cellules mitotiques, peuvent être soumis à de 
considérables remaniements et à de nombreuses altérations de leurs voies de sécrétion9. Il s’agit 
d’un processus homéostatique paradoxal qui participe au déclin du potentiel régénératif des tissus 
et de leurs fonctions52. Dans une récente étude, le groupe D. Moreno-Blas et al., démontre que les 
neurones, bien qu’ils soient non-mitotiques, acquièrent les mêmes caractéristiques de la 
sénescence que les cellules mitotiques et ce de manière plus précoce que les cellules gliales48. Ces 
caractéristiques se traduisent par : une augmentation de la taille cellulaire et une accumulation de 
granules de stress au niveau du cytoplasme avec la formation de multiple vacuolisation53; 
l’activation d’enzymes lysosomiales associées à la β-galactosidase (SA-β-gal), la persistance de 
dommages à l’ADN; l’accumulation de lipofuscine et l’expression des p16(INK4A) et 
p21(CIP1/WAF1)54 et la sécrétion de phénotypes pro-inflammatoires associés à la sénescence9. De 
plus, la chromatine subit également des transformations étendues pour former des foyers 
surnommés foyers d’hétérochromatine associés à la sénescence « senescence-associated 
heterochromatine foci » (SAHF)55.  
Étant donné qu’initialement le phénomène de la sénescence cellulaire a été défini au niveau de 
cellules mitotiques, les principaux mécanismes d’induction qui ont été étudiés et rapportés en 
littérature concernent le passage d’une cellule d’un état mitotique à un état non mitotique. 
Cependant très peu d’études ont démystifié les mécanismes d’induction de la sénescence au niveau 
de cellules non mitotiques comme les neurones corticaux. De manière générale, la sénescence est 
une forme de réponse cellulaire à un stress qui peut être déclenchée par différents mécanismes ou 
agents. Dans le contexte de la sénescence réplicative, un des premiers mécanismes d’induction 
décrit, est principalement liée aux processus naturels de réplication et de division cellulaire44, 56. 
Dans cette forme, l'érosion des télomères - des capuchons qui protègent l’extrémité des 
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chromosomes - a lieu à chaque cycle cellulaire ce qui active les voies de réponse aux dommages à 
l'ADN (DDR) et mène à l’arrêt de la croissance, de la différenciation et du cycle cellulaire44, 57. 
Chez les humains comme les rongeurs, le déficit en télomérase se traduit par un raccourcissement 
des télomères et un début précoce de pathologies associées à la perte de la capacité régénérative 
des tissus58. Au niveau du cerveau, Whittermore et al. 2019 démontre que le raccourcissement des 
télomères peut contribuer ou même causer un vieillissement cérébral à travers leur étude des effets 
potentiellement thérapeutiques de la télomérase sur les mécanismes moléculaires de la 






Figure 28: Figure reproduisant les caractéristiques moléculaires de la sénescence et les effets bénéfiques 
comme délétères des cellules sénescentes sur leur micro-environnement. Source : adapté à partir de Domhnall 



























D’autres facteurs de stress, autre que la réplication, peuvent également induire une forme de 
sénescence au niveau des neurones et la plupart d’entre eux mènent à des dommages prématurés 
de l’ADN. Dans cette catégorie figurent les agents de chimiothérapie ou radiothérapie qui 
endommagent le double brin d’ADN à différentes localisations du génome et induisent des 
perturbations épigénomiques provoquant une instabilité de la chromatine59. Les brisures du double 
brin d’ADN ou « double strand break » (DSB), sont les plus puissants inducteurs de la réponse 
aux dommages à l'ADN (DDR). L'accumulation de DSB est une cause d’induction de la 
sénescence prématurée et ce processus est connu sous le nom de SIPS « Stress-Induced Premature 
Senescence »60. Plusieurs agents peuvent contribuer aux DSB, tels que les espèces réactives de 
l’oxygène (ROS), l’activation d’oncogènes, la persistance de signaux mitogènes, le stress réplicatif 
ou encore la radiothérapie47 (Figure 5). 
Donc que ce soit durant une sénescence réplicative ou prématurée, la majorité des inducteurs de 
sénescence finissent en bout de ligne par causer des dommages génomiques et épigénomiques. Au 
niveau des cellules mitotiques, l'arrêt du cycle cellulaire qui en résulte est le produit de l'activation 
des voies de suppression des tumeurs p53 / p21CIP1 et p16INK4a / Rb. Ainsi, on pense que la 
capacité des cellules sénescentes à entrer en mode programmé d’arrêt du cycle cellulaire est 
principalement maintenue grâce à l’activation des protéines p53 et p1641. Ces protéines une fois 
phosphorylées inhibent les Cyclines E- CDK2 et les Cyclines D- CDK4/6, ce qui mène à une 
hypophosphorylation du Rb et un blocage du cycle cellulaire à la phase G161. Comme mentionné 
précédemment, les facteurs de stress les plus connus qui activent la voie p53 sont également 
associés aux mécanismes de réponse aux dommages à l'ADN. Lorsqu'une cellule est exposée à 
une source intracellulaire ou extracellulaire provoquant une rupture du double brin d'ADN, ces 
dommages sont détectés par les kinases ATM (Ataxia telangiectasia mutated) et ATR (Ataxia 
telangiectasia and Rad3-related protein)62 ,63 ,64. Ces kinases amplifient le signal de lésion et 
activent un groupe de médiateurs. Ces médiateurs, composés des protéines 53BP1, MDC1, CHK2, 
BRCA1, RBBP8 et CHK1 procèdent à leur tour à l'activation de p53 et à la stimulation du point 
de contrôle du cycle cellulaire. En tant que facteur de transcription, p53 une fois activée régule à 
la hausse l'expression de p21CIP1/WAF141 et en même temps CHK1 et CHK2 inhibent l'activation 














Rôle du facteur NF-kB dans l’inflammaging dans un contexte de neurodégénérescence  
Dans de nombreux états physiologiques ainsi que pathologiques, l'inflammation est une 
caractéristique omniprésente avec le vieillissement65. Chez les personnes âgées, l'inflammation 
peut avoir un profil chronique indépendamment de la présence ou non d’une maladie65. Cet état 
chronique de l’inflammation, connu par la terminologie de l’inflammaging, est secondaire à 
plusieurs changements moléculaires, tel que la sénescence cellulaire, l’accumulation de débris 
cellulaires et les phénotypes sécrétoires associés à la sénescence65, 66. En effet, en 2008, Campisi 
J. et al. démontraient que les cellules sénescentes étaient capables de produire des molécules pro-
inflammatoires et oncogéniques que le groupe a surnommé « senescence-associated secretory 
phenotypes » (SASP), soit les phénotypes sécrétoires associés à la sénescence67. Il a été démontré 
qu’une activation continue de la réponse aux dommages à l'ADN au niveau des neurones donnait 
lieu à de multiples caractéristiques compatibles avec la sénescence cellulaire, y compris 
l’hyperproduction de phénotypes pro-oxydants, pro-inflammatoires et de remodelage de la 
matrice68. Les neurones avec un type sénescent, peuvent influencer négativement leur 
microenvironnement à travers les molécules pro-inflammatoires qu’ils produisent et favoriser ainsi 
l'induction du même phénotype dans les cellules environnantes, ce qui mène à un vieillissement et 
à la genèse de maladies neurodégénératives liées à l'âge69. 
Dans une récente étude, D. Moreno-Blas et al. 2019, ont été capables de prouver que les neurones 
corticaux sécrètent des molécules du SASP avec des fonctions paracrines pouvant induire à la fois 
Figure 5: Mécanismes d’activation de l’arrêt du cycle cellulaire et induction de la sénescence. Source : 
Figure reproduite de Herranz N. et al. J. of clinical invest. 2018. Crée avec https://biorender.com 
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la sénescence de fibroblastes embryonnaires de souris mais aussi et paradoxalement la 
prolifération de cellules gliales. Leurs observations portent à croire que les molécules qui sont 
sécrétées par les neurones corticaux sénescents de souris et de rats contribueraient à l’altération de 
l’organisation des tissus environnants. Autrement dit, les molécules du SASP produites par les 
neurones participeraient au maintien et à l’induction de la sénescence mais aussi à la prolifération 
du réseau glial48. Ces résultats viennent renforcer les études antérieures faites au niveau des 
cellules mitotiques, et qui confèrent aux molécules SASP des propriétés bioactives qui ont un effet 
pro-inflammatoire sur la cellule et son microenvironnement70.  
Les mécanismes moléculaires sous-jacents à la production des SASP au niveau des cellules 
mitotiques ont fait l’objet de plusieurs études, cependant ces mécanismes demeurent toujours 
partiellement compris au niveau des neurones corticaux ou dans un contexte de 
neurodégénérescence. Au niveau des cellules mitotiques, la production de ces phénotypes est 
principalement régulée par le facteur de transcription NF-κB71. En effet, de nombreuses études 
reconnaissent à la voie NF-kB, principale acteur de la réponse immunitaire innée, une fonction clé 
dans la production des SASP67. Aussi, le système immunitaire inné est de plus en plus impliqué 
dans la physiopathologie de nombreuses maladies chroniques telle que la maladie d’Alzheimer 
(MA)2. Le rôle du facteur NF-κB, dans les principaux facteurs de risque de la MA tel que le 
vieillissement, a été montré à travers les dommages causés par l'inflammation cérébrale spécifique 
des tissus médiés par le complexe NF-κB chez des modèles vertébrés de la MA2, 72 73 . D’autre 
part, l'apolipoprotéine E4 (ApoE4), le principal facteur de risque génétique de la forme sporadique 
tardive de la MA est associé à une inflammation cérébrale accrue qui serait liée à une dérégulation 
de la voie de signalisation du facteur NF-κB 74.  
À cet égard, dans le cadre de ce projet de maitrise, en prenant en considération le rôle important 
joué par le complexe NF-κB dans les différents mécanismes physiopathologiques de la MA et la 
neurodégénérescence, nous nous sommes intéressées aux possibles facteurs activateurs ou 
répresseurs de la voie NF-κB.   
Le facteur nucléaire des chaines légères Kappa amplificateur de lymphocytes B activées, ou en 
anglais « Nuclear Factor Kappa-light-chain enhancer of activated B lymphocytes » (NF-κB), fait 
partie de la famille des facteurs de transcription que l’on retrouve dans plusieurs organismes 
vivants incluant les cellules mammaires75. Il joue un rôle central dans la défense de l’hôte, les 
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réponses inflammatoires, le stress oxydatif, l'apoptose, la sénescence cellulaire et le 
vieillissement16. À l'instar des autres facteurs de transcription qui ont une localisation nucléaire, 
NF-κB est localisé au niveau du cytoplasme et son action dépend de son activation et sa 
translocation au niveau du noyau76. Le complexe NF-κB est composé de 5 membres les RelA ou 
p65, cRel, RelB, p52 et p50, qui potentiellement peuvent former 15 dimères. Cependant la forme 
la plus rependue dans la majorité des cellules est l’hétérodimère composé des deux sous unités p50 
et p65 (RelA) associées au facteur IκBα77. 
Deux principales voies de signalisation caractérisent le mode d’activation du facteur NF-κB; la 
voie canonique et non canonique. Dans le cadre de ce projet nous nous sommes intéressées à la 
voie canonique car elle est impliquée dans les réponses inflammatoires et immunitaires innées; 
alors que la voie non canonique joue un rôle à la fois dans la différenciation et la maturation des 
cellules immunitaires mais aussi dans l'organogenèse lymphoïde et la genèse de maladies auto-
immunes et immuno-cancéreuses76.  
La voie canonique peut être activée par le biais de différents stimuli allant des ligands de récepteurs 
de cytokines, aux membres de la superfamille de récepteurs TNF (TNFR), en passant par les 
récepteurs des lymphocytes T (TCR) et B et les récepteurs de reconnaissance de motifs 
moléculaires (PRR) dont font partie les récepteurs Toll-like (TLR)78. Dans la voie canonique le 
facteur NF-κB est séquestré au niveau du cytoplasme à travers sa liaison avec l’IκBα, une Kinase 
membre de la famille des IκB. Lorsque la kinase IκB est activée, cela mène à la phosphorylation 
des sérines 32 et 36 de IκBα79. Suite à ces phosphorylations, IκB devient une cible pour 
l’ubiquitination ce qui mène à sa dégradation par le complexe 26S protéasome80. La dégradation 
de l’IκBα est le premier évènement qui marque l’activation du facteur NF-κB. Une fois dans le 
noyau, l’hétérodimère NF-κB va reconnaitre la région promotrice du gène cible en se liant au site 






















La production de phénotypes pro-inflammatoires associées à la sénescence ou à l’inflammaging 
répond à un modèle hautement organisé et hiérarchisé qui est déclenché suite à l’activation des 
récepteurs cytokines et PRR de la voie NF-κB16. Une fois activé, le facteur de transcription NF-
κB contrôle et induit la transcription de gènes cibles qui ont été classifiés en deux groupes82 ,55. Un 
groupe de gènes impliqués dans la réponse primaire suite à l’activation de la voie NF-κB et un 
groupe impliqué dans la réponse secondaire et qui requièrent plus de cofacteurs afin d’initier la 
transcription82. Parmi ces gènes nous retrouvons ceux de plusieurs molécules pro-inflammatoires, 
tels que les IL6, IL8 et MCP1. Ces gènes font partie du deuxième groupe de gènes ciblés par le 
complexe NF-κB qui nécessitent une première activation de IκBα55 . Il s’agit d’un système 

















Figure 6: Activation de la voie canonique de NF-KB. Sources: Feng-Sheng Shih et al. 2011, 
Lawrence T. 2009; Salminen A. et al. 2011. Crée avec https://biorender.com 
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sénescente, se lient aux récepteurs IL1r et déclenchent la cascade qui mène à la dégradation de la 
kinase Ik β71. Ce mécanisme d’activation est aussi observé avec les inflammasomes, acteurs clés 
de la réponse immunitaire innée et de la défense contre les agents pathogènes et les dommages 
cellulaires83. Les inflammasomes régulent l’activation de la production des phénotypes pro-
inflammatoires associés à la sénescence à travers une activité protéolytique de la cysteine-aspartic 
protease Caspase 1, une fois qu’ils ont activé les récepteurs PRR dont font partie les récepteurs 
Toll-Like71,84. Ces récepteurs ont la particularité de reconnaitre des modèles moléculaires associés 
aux agents pathogènes ou en anglais « pathogen-associated molecular patterns » (PAMPs). Au 
niveau du système nerveux central les récepteurs PRR ont une distribution cellulaire ubiquitaire. 
On les retrouve aussi bien au niveau des cellules gliales qu’au niveau des neurones corticaux. Étant 
donné que dans un contexte de sénescence cellulaire, ces récepteurs jouent un rôle important dans 
la voie d’activation du facteur NF-κB, nous nous sommes particulièrement intéressés à l’activation 
des récepteurs Toll-like en utilisant des molécules telles que les lipopolysaccharide (LPS). De plus, 
comme les phénotypes sécrétoires pro-inflammatoire associés à la sénescence ou l’inflammaging 
représentent un large éventail de molécules telles que les interleukines, chimiokines, protéases et 
facteurs de croissance16,55,66,65, dans le cadre de notre projet nous avons concentré nos expériences 
et nos analyses sur les interleukines IL6 et IL8, qui sont les gènes cibles du facteur de transcription 
NF-κB. 
Rôle du BMI1 dans la neurodégénérescence et la sénescence    
Au niveau du système nerveux, outre les processus transcriptionnels, la régulation de l’expression 
génique dépend également de modulations contrôlées par des mécanismes épigénétiques tels que 
la méthylation de l'ADN, les modifications d'histones, le remodelage des nucléosomes et de la 
chromatine et la post-traduction médiée par les ARN non codants85. Ainsi, plusieurs mécanismes 
et protéines qui régulent les évènements épigénétiques, y compris la méthylation de l'ADN, le 
remodelage de la chromatine et les modifications post-traductionnelles des histones, sont 
impliqués dans de multiples aspects de la fonction neuronale et leurs disfonctionnements ont été 
associés à des conditions neurodégénératives86 . Dans le cadre de ce projet de maitrise nous nous 
sommes particulièrement intéressées à la protéine BMI1 de par sa forte implication à la fois dans 
la régulation épigénétique de l’expression génique mais aussi dans les phénomènes de la 
sénescence cellulaire et neurodégénérescence. La protéine BMI1 a une distribution ubiquitaire et 
elle est essentielle au maintien de la fonction de plusieurs organes87 À cet égard, les modèles de 
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souris Bmi1-/- ont une durée de vie raccourcie, généralement ne dépassant pas 1 mois, et présentent 
une fibrose pulmonaire associée à la sénescence cellulaire, des dommages à l’ADN et un 
phénotype sécrétoire associé à la sénescence88 . 
La molécule BMI1, qui fait partie d’un groupe de protéines dit Polycomb (PcG), a initialement été  
identifiée dans un contexte de cancer hématologique en raison de son implication dans 
l’accélération de la genèse des lymphomes induits par le c-Myc89. Les protéines PcG jouent un 
rôle majeur dans le remodelage de la structure de la chromatine au niveau de différentes régions 
promotrices ou répressives de la transcription89. Ce sont des régulateurs épigénétiques qui 
permettent de préserver l’expression de gènes liés au « patterning » durant le développement 
embryonnaire 90. Ils sont aussi indispensables à la différenciation des cellules souches et surtout à 
l’homéostasie des tissus91. 
Deux complexes protéiques constituent le groupe PcG, le complexe répressif polycomb 1 (PRC1) 
et le complexe répressif polycomb 2 (PRC2). La molécule BMI1 qui fait partie du complexe PRC1, 
participe à la mono-ubiquitination de la lysine 119 de l’H2A (H2AK119ub1)92 . La mono-
ubiquitination de l’H2A résulte de l’activation de la E3 ubiquitine ligase des deux sous unités 
catalytiques du PRC1, les RING1A « really interesting new gène 1A » et RING1B/RNF2, par 
BMI193. En effet, l’activité d’ubiquitination du complexe d’ubiquitine PRC1 est augmentée au 
niveau du noyau grâce à la phosphorylation de BMI194 (Figure 7). 
Le H2AK119ub1 mène à la suppression des gènes Hox qui sont impliqués dans la détermination 
de l’identité cellulaire95. Seulement 10% des histones 2A du nucléosome sont mono-ubiquitinés 
au site K11993. Alors que les protéines du complexe (PRC2), EZH2, EED et SUV12 sont quant à 
elles impliquées dans des réactions de méthyltransférases et ciblent la mono-, di- et triméthylation 

























Outre son rôle indispensable dans la suppression de l’expression de plusieurs gènes régulateurs et 
la compaction de la chromatine, on reconnaît à BMI1 une fonction tout aussi importante dans la 
régulation épigénétique des évènements du cycle cellulaire à travers son implication dans l’arrêt 
du cycle cellulaire et l’induction de la sénescence96 . Avec les travaux de Jacobs et al (1999)10, il a 
été démontré que la molécule BMI1 permettait aux fibroblastes de continuer à proliférer et d’éviter 
d’entrer en sénescence, suite à la suppression du locus INK4A /ARF (Cdkn2a) codant pour les 
protéines p16 (INK4a) et p14/p19ARF (Alternative reading frame, ARF). Les protéines, p16INK4A 
et p14/ p19ARF, sont respectivement connues à travers leur fonction majeure dans l'arrêt du cycle 
cellulaire en phase G1 et G2, en reliant les deux voies de suppression tumorale des pRB et p5397. 
En raison de leur forte implication dans l'arrêt de la croissance et du cycle cellulaire, ces protéines 
ont par conséquent un rôle clé dans les réactions en cascades des évènements de la sénescence 
cellulaire98. Grace à ce rôle de suppression du locus INK4a /ARF (Cdkn2a), la fonction de BMI1 
dans les processus de renouvellement des cellules souches adultes est essentielle (Figure 8).  
 
 














Par exemple au niveau des cellules souches et progénitrices hématopoïétiques de souris, en dehors 
d’un contexte de dommage à l’ADN, de prolifération ou de quiescence cellulaire, BMI1 est 
constamment associé à la chromatine et maintient le locus INK4A/ARF dans un état silencieux11. 
En réponse à l’activation de la voie de signalisation de l’axe PI3K/AKT/mTOR 
(Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) – Protéine Kinase B (AKT) – mechanistic target of 
Rapamycin), AKT phosphoryle BMI1 en Ser316. Cette phosphorylation altère la fonction de BMI1 
qui consiste en l’ubiquitylation de l’histone H2A et conduit à sa dissociation de la chromatine et à 
la dérépression du locus INK4A/ARF11. Ce mécanisme mène à l'augmentation et donc à une forme 
d’abondance de p16Ink4a et p19Arf au niveau des cellules souches et progénitrices 







Figure 29: Inhibition du locus INK4/ARF par la molécule BMI1 démontrant sa fonction anti sénescence. 














Au niveau du cerveau, BMI1 est exprimé au niveau de la zone germinale supraventriculaire et in 
vitro sont expression est particulièrement importante au niveau des cellules souches neuronales et 
les progéniteurs, mais pas au niveau des neurones matures différenciés99 . La perte de BMI1 se 
traduit par une diminution de la prolifération dans les zones connues pour contenir des progéniteurs 
tel que le cortex du nouveau-né et la zone sous-ventriculaire du nouveau-né et de l'adulte99. Au 
niveau des neurones, l’implication de BMI1 dans les mécanismes de production du SASP demeure 
toujours obscure. Dans le cadre d’une récente étude publiée par Balakrishnan et al. (2020)100, le 
groupe démontre que l’inhibition de BMI1 au niveau des cellules d’un type rare de cancer du 
cerveau ciblant la population pédiatrique, le gliome infiltrant du tronc cérébral (GITC), induirait 
la production de certaines molécules du SASP telles que les IL6, IL8, VEGF (Vascular endothelial 
growght factor) et CXCLs (Chemokine C-X-C motif Ligands). L’étude révèle que BMI1 et H2Aub 
participent à la suppression des gènes impliqués dans l’induction de la sénescence et des 
phénotypes sécrétoires associés à la sénescence en se liant aux régions promotrices de p19, p21 et 
de IL6. Ainsi dans un contexte de déficience en BMI1, ces régions qui sont normalement en 
suppression sont surexprimées. Les résultats de l’étude de Bussian et al. 2018 convergent 
justement dans ce sens. En effet, le groupe démontre comment l’accumulation de cellules 
sénescentes au niveau de cerveau de souris, médiée par la signalisation extracellulaire de p16Ink4a, 
 
 
Figure 30: Activation du locus INK4/ARF au niveau de cellule souches et progénitrices 
hématopoïétiques. Source : Yan Liu et al.2013. Crée avec https://biorender.com 
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contribue à une aberrante hyper-phosphorylation de la protéine tau et à son agrégation pour former 
des filaments neurofibrillaires9.  
Dans un contexte de neurodégénérescence, la fonction de BMI1 au niveau des neurones n’est pas 
tout à fait éclaircie. Cependant nous savons maintenant qu’une déficience en BMI1 a été rapportée 
dans le cerveau de patients post-mortem présentant la forme sporadique tardive de la maladie 
d'Alzheimer tardive (LOAD)14. Dans le cadre de cette même étude, il a été démontré que 
l’inhibition du BMI1 au niveau de neurones corticaux en culture entrainait une sécrétion de la β 
amyloïde 42 (Aβ42), une accumulation de plaques amyloïdes et la formation d'enchevêtrement de 
p-Tau.  
PROBLÉMATIQUE ET OBJECTIF  
Le vieillissement est le principal facteur de risque de plusieurs maladies neurodégénératives 
particulièrement la maladie d’Alzheimer (MA). L’implication des phénomènes de la sénescence 
cellulaire et de l’inflammaging dans les processus du vieillissement et d’aggravation de maladies 
chroniques ont fait l’objet de plusieurs études. Cependant, au niveau des cellules post-mitotiques, 
telle que les neurones, les mécanismes inducteurs d’un état de sénescence et de production de 
cytokines pro-inflammatoires, en lien à la fois avec les phénotypes sécrétoires associés à la 
sénescence et à l’inflammaging, demeurent toujours partiellement compris particulièrement dans 
un contexte de neurodégénérescence. L’implication du proto-oncogène BMI1 dans les 
phénomènes de vieillissement précoce, de neurodégénérescence et de sénescence cellulaire a été 
documenté à travers son rôle suppresseur du locus INK4a/ARF 9,101, 12.. De plus, au niveau des 
neurones corticaux, la déficience en BMI1 a été observée en post mortem dans le cerveau de 
patients atteints de la forme sporadique tardive de la MA 9. Bien que nous n’ayons trouvé que très 
peu de publications, pour ne pas dire aucune, sur l’implication conjointe de BMI1 et NF-κB dans 
les mécanismes de la neurodégénérescence et de l’inflammaging, en contrepartie la littérature 
regorge de publications démontrant la forte implication de la voie NF-κB dans la production de 
phénotypes sécrétoires associés à la sénescence et dans l’inflammaging.   
C’est donc dans ce contexte que notre projet de maitrise s’inscrit. Nous avons voulu explorer 
l’implication de BMI1 et de la voie canonique d’activation du facteur NF-κB dans la production 
de cytokines pro-inflammatoires en utilisant des modèles in vivo et in vitro reproduisant un 
phénotype de neurodégénérescence similaire à la maladie d’Alzheimer.  
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MATERIEL ET MÉTHODE 
Cultures cellulaires in vitro   
Afin de répondre à notre question de recherche nous avons utilisé deux types de cellules 
différentes, les cultures de neurones et les HEK293T : 
1. Cultures primaires in vitro de neurones humains post-mitotiques 
En suivant le protocole élaboré par le laboratoire, nous avons généré des neurones post-mitotiques 
à partir de cellules souches embryonnaires humaines (CSEH) de type H9 (WiCell Research 
Institute) et Human Embryonic Stem Cell (HUES9). Le protocole utilisé a été développé dans le 
laboratoire et comprend trois étapes : une première phase d’amplification des cellules souches qui 
dure 3 à 4 semaines, une deuxième phase de différenciation en neurones progéniteurs qui peut 
durer jusqu’à 2 semaines et une troisième phase de différenciation en neurones post-mitotiques. 
Durant la première phase d’amplification, les CSEH sont décongelées à partir de l’azote liquide 
et mises en culture soit dans des plaques de 12 ou de 24 puits dans un milieu de culture pour 
cellules souches le (PeproGrow hES cell media). Les plaques de cultures sont préalablement 
recouvertes avec du Matrigel ES (Corning Matrigel hESC-qualified Matrix) à 1x de DMEM/F12 
et incubées à 37°C durant 30 à 45 minutes. Une fois le milieu DMEM/F12 contenant le Matrigel 
aspiré, les CSEH sont mises en culture dans leur milieu spécifique en présence d’un inhibiteur de 
la voie Rho/Rock (Rho/Rho-associated coiled-coil containing protein kinase) qui cible les 
protéines Rock1 et Rock2. La voie de signalisation (Rho / ROCK) est une voie importante dans le 
système nerveux central puisqu’elle est en lien avec l’activation de signaux inhibiteurs qui 
bloquent la régénération des neurones in vitro102. L’utilisation de cet inhibiteur durant la phase 
d’amplification des cellules souches permet d’améliorer leur survie ainsi que leur expansion103 .Le 
milieu de culture est ensuite changé à un rythme journalier jusqu’à obtenir une confluence 
cellulaire d’environ 80% par puits.  
Par la suite, on procède à la deuxième phase qui consiste à différencier les cellules souches en 
progéniteurs de neurone. Pour distinguer les cellules souches des progéniteurs de neurones, nous 
utilisons un microscope EVOS avec une lunette de visée et un port de caméra localisé dans la salle 
de culture. Nous nous basons sur les deux caractéristiques suivantes pour les distinguer : 
• Les cellules souches ont la capacité de proliférer, de se multiplier et de s’amplifier 
continuellement sans se regrouper en amas cellulaires sphériques.  
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• Alors que les progéniteurs de neurones prolifèrent en présence de facteur de croissance 
épidermique recombinant humain (Epidermal growth factor EGF) et forment des 
neurosphères qui ne sont nuls autres que des regroupements de cellules en amas 
sphériques en trois dimensions104. Il est possible de quantifier le nombre de 
neurosphères qui se forment par puit en les comptant au microscope à 4x de 
résolution103 . 
Durant la deuxième phase, nous rajoutons au milieu de culture DMEM/F12, les protéines Noggin 
(250 ng/ml) et LDN1931189 Hydrochloride. Ces deux protéines permettent la différenciation des 
cellules souches en neurones. En effet, le Noggin, ou NOG, est une protéine qui inhibe les protéines 
impliquées dans la morphogénèse osseuse ou en anglais les bone morphogenic proteins (BMP)105. 
Les BMP agissent comme suppresseurs de neurogénèse et limitent le nombre de précurseurs de 
neurones, la prolifération et la différenciation des cellules neuronales104,106,107. Tout comme le 
Noggin, le LDN1931189 est une molécule qui inhibe les protéines BMPs en ciblant les récepteurs 
BMP de type 1, les kinases du lymphome anaplasique (Anaplastic lymphoma kinase) en anglais 
(ALK), les ALK2, ALK3 et ALK6108. À la fin de cette période, le milieu de culture est remplacé 
par un autre milieu, le DDM/B27. Ce milieu est dépourvu de Noggin et LND, et les neurones sont 
gardés durant 7 jours dans ce même milieu. 
Cette période de sept jours est suivie de la phase finale de différenciation des cellules en 
neurones. Durant cette phase la maturité des neurones corticaux in vitro se reconnait sur la base 
de caractéristiques visibles au microscope et de marqueurs cellulaires :  
• Caractéristiques cellulaires visibles au microscope : À partir des neurosphères, composées 
essentiellement de corps cellulaires, à 20x de résolution, il est possible de visualiser les 
extensions axonales à partir de la forme pyramidale des neurones. Les neurosphères 
établissent des connexions avec d’autres neurosphères à travers ces connexions axonales, 
alors que les projections dendritiques, qui permettent la communication entre deux 
neurones proches ne sont visibles qu’à 40x de grossissement.    
• Dans le cadre de ce protocole, la maturité des neurones corticaux en culture a également 
été validée, antérieurement, par Immunofluorescence ou Immuno-buvardage avec les 
marqueurs suivants; FOXG1 (Forkhead box protein G1); le marqueur des neurones la 
Tubulin βIII; la Protéine Associée aux Microtubules 2 (MAP2); NeuN; ainsi qu’avec les 
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marqueurs glutamatergiques, GABAergiques et cholinergiques (vGLUT1, GABA, et 
ChAT)14.  
Lors de cette phase finale, nous débutons le décompte des jours de culture des neurones post-
mitotiques à partir du premier jour qui suit la période de 7 jours. Durant cette dernière étape, les 
cellules sont transférées à une nouvelle plaque préalablement recouvertes avec du Matrigel et du 
Growth Factor Reduced (GFR) incubé à 37°C durant 30 à 45 minutes. Les cellules sont gardées 
durant 24h00 dans du milieu DDM/B27 avec les inhibiteurs de Rho/Rock. Après 24h00, la moitié 
du milieu est changée et les cellules sont gardées durant 4 jours dans le même milieu. Un 
changement de milieu de culture a lieu à une fréquence régulière de 3 à 4 jours et les cellules sont 
incubées à 37°C. Afin de reproduire un phénotype in vitro, de vieillissement neuronal, nous avons 
maintenu les neurones en culture durant 50 à 55 jours environ (voire même 75 jours). En effet, 
nous avons opté pour cette durée en nous basant sur les nombreux travaux réalisés sur la 
sénescence cellulaire, le vieillissement des neurones et la neurodégénérescence48,109. Nous avons 
pu observer, tel que rapporté dans ces études, un début de dégénérescence naturelle des neurones 
après une durée de 45 à 50 jours de culture in vitro, qui se traduit par une régression spontanée du 
réseau axonal qui lie les neurosphères entres elles, l’accumulation de débris cellulaires et le besoin 
d’augmenter la fréquence des changements du milieu de culture48,109. L’objectif étant d’établir une 
forme de parallélisme entre le vieillissement des neurones dans le cerveau humain (in vivo) avec 










Figure 31: Étapes de différenciation des cellules humaines embryonnaires en neurones matures post 
mitotiques. Crée avec https://biorender.com 
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2. Culture in vitro de cellules immortalisées de type HEK293T 
Afin de valider et de comparer les résultats obtenus sur les cultures de neurones post-mitotiques 
matures nous avons également utilisé des cellules tumorigéniques du type HEK293T. Pour leur 
culture le milieu Dulbecco's Modified Eagle's Medium/F12 (DMEM/F12), avec du Fetal Bovine 
sérum à 10% (FBS 10%) et 1% de streptomycine et érythromycine, a été utilisé. À une confluence 
de 80% les cellules étaient lavées, centrifugées et changées de contenant et de milieu. 
Délétion du gène BMI1 avec la technologie CRISPR/cas9  
Afin d’apprécier la variation dans l’expression du facteur de transcription NF-κB dans un contexte 
de déficience en BMI1 nous avons procédé à une délétion du gène BMI1 en utilisant le complexe 
CRISPR/cas9 « Regroupement régulièrement intercalées de courtes répétitions 
palindromiques/cas9 » ou en anglais « Clustered regularly interspaced short palindromic 
repeat/cas9 system ». La délétion du gène BMI1 a été réalisé avec des plasmides provenant de la 
compagnie Applied Biological Materials (abm.inc) comprenant un mix complet de CRISPR/cas9 
et de sgARN ciblant les séquences de l’exon 3 du gène BMI1; F-
ATTGTTCGTTACCTGGAGACCA, R-TGGTCTTGTGAACTTGGACATCA. Afin de délivrer 
le Mastermix aux neurones nous avons utilisé un agent de transfection de type TransIT-X2 (Mirus 
inc.) avec un milieu Gibco™ Opti-MEM™ (Reduced Serum Medium). Avant chaque transfection 
les cellules étaient maintenues durant 24 à 48h dans un milieu de culture dépourvu d’antibiotique. 
Au total nous avons réalisé trois transfections sur une durée de 8 à 9 jours. À chaque transfection, 
les cellules étaient incubées 24h à 37°C dans le Mastermix CRISPR/cas9, ensuite le milieu était 
changé avec du milieu DDM/B27 dépourvu en antibiotique. Les cellules étaient par la suite gardées 
dans le même milieu durant 48h avant de procéder à la deuxième transfection. La même opération 
était répétée avant la dernière transfection. Au terme des trois transfections, les neurones étaient 
gardés en incubation à 37°C, avec un changement de milieu tous les trois jours jusqu’à échéance 
de deux semaines avant de procéder à leur récolte et à l’extraction de protéines et d’ARN. Après 
la troisième transfection les cellules étaient gardées en culture pendant 10 à 13 jours avant d’être 
récoltées et analysées. 
Le même protocole a été appliqué aux cellules HEK293T avec de légères variations adaptées à la 
culture de ce type de cellules. Contrairement aux neurones, les HEK293T continuent leur 
prolifération même après la troisième transfection et peuvent atteindre une confluence de 90% à 
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95% suite à la deuxième transfection. Compte tenu de cette réalité, pour leur maintien en culture 
durant les deux semaines qui ont suivi la dernière transfection, nous avons été obligés de les diviser 
dans plusieurs puits après chaque lavage et changement de milieu avant de les analyser.  
Inhibition de BMI1    
Pour inhiber l’expression de BMI1 au niveau des cellules HEK293T et les neurones post-
mitotiques, nous avons utilisé un système de plasmides exprimant un/des shRNAs ciblant l’ARN 
messager de BMI1 (ShBMI1) et small hairpin scrambled (ScrBMI1) faisant office de contrôle 
négatif. Comme expliqué à la section de la culture in vitro des neurones, la transfection des 
neurones post-mitotiques matures s’est effectuée autour de 50 à 55 jours de maturité. Nous avons 
utilisé un agent de transfection de type TransIT-X2 (Mirus inc.) avec un milieu Gibco™ Opti-
MEM™ (Reduced Serum Medium). Les cellules ont été incubées durant 24h00, à la suite de quoi 
le milieu a été changé et 24h00 plus tard les cellules ont été récoltées à des fins d’extraction des 
protéines et de l’ARN. La même procédure a été appliquée pour la déplétion de BMI1 dans les 
HEK293T. 
Que ce soit pour de délétion du gène comme pour l’inhibition de BMI1 nous avons utilisé les 
techniques de qRT-pcr et immuno-buvardage pour valider l’expérience.  
Inhibition de la voie NF-KB avec la molécule caffeic acid phenethyl ester 
(CAPE)  
Comme expliqué précédemment, peu de données existent sur les mécanismes d’interactions 
directes ou indirectes entre le proto-oncogène BMI1 et le facteur de transcription NF-κB. À cet 
égard, afin d’étudier la variation de l’expression de BMI1 dans un contexte de carence en NF-κB, 
nous avons utilisé un inhibiteur de la voie NF-κB, la Caffeic Acid Phenethyl Ester (CAPE). La 
CAPE est un dérivé actif de la propolis avec des propriétés documentés anti-apoptotique, anti-
inflammatoire, anti-carcinogénique, antimitotique et immunomodulatrice77. Plusieurs études ont 
rapporté le puissant pouvoir de la CAPE à inhiber la fonction du facteur de transcription NF-κB 
en bloquant sa translocation dans le noyau et son arrimage à l’ADN77,110 . Dans cette expérience, 
nous avons utilisé les cellules HEK293T que nous avons incubées 24 heures avec des 
concentrations variées de CAPE allant de 5 g/mL à 30 g/mL. Afin de s’assurer que ces 
expériences n’induisaient pas d’apoptose cellulaire, les cellules ont été gardées environ 48 heures 
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en culture à 37°C suivants la fin de la période d’incubation avec la CAPE, pour ensuite procéder 
à l’extraction des protéines. 
Extraction des protéines à partir de cultures cellulaires    
Le milieu de culture est aspiré et les cellules sont lavées durant 1 à 2 min avec un tampon PBS. 
Une fois le tampon PBS aspiré, une deuxième quantité de PBS était rajoutée aux cellules pour les 
décoller de manière mécanique sans avoir recours à la trypsine. Ensuite, les cellules sont 
centrifugées durant 5 minutes à raison de 184 g. Pour la lyse cellulaire un mélange composé de 
RIPA (radio immunoprecipitation assay buffer) et d’une solution inhibitrice de protéases (Roche 
Diagnostics) fut utilisé. Le mélange était ensuite incubé durant 30 min à 4°C suivi d’une sonication 
de 30 secondes. 
Extraction de protéines à partir de cerveaux de souris  Bmi1+/+ et Bmi1+/-  
Afin d’apprécier l’expression du facteur NF-κB in vivo chez des souris présentant un phénotype 
histopathologique proche de celui de la maladie d’Alzheimer, nous avons utilisé un modèle de 
souris présentant une déficience en Bmi1. Les souris que nous avons utilisées sont des souris 
Bmi1+/− qui ont généreusement été offert au laboratoire par le laboratoire M. Van Lohuizen. Elles 
ont été maintenues avec le modèle génétique C57BL/6 J obtenus à partir du laboratoire Jackson. 
L’utilisation de ces souris s’est faite avec l’accord du comité d’éthique des animaux (CPA) du 
Centre de Recherche de l’hôpital Maison-neuve Rosemont (CR-HMR). 
Les protéines extraites proviennent de 9 cerveaux de souris (cervelet et hémisphères cérébrales) 








20 jours 1 - - 
1 à 2 mois - 2 2 
>16 mois - 2 2 
 
Tableau 1 : Âge et génotypages des souris utilisées dans le 
cadre du projet. 
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Les souris ont été euthanasiées avec la méthode de luxation cervicale, et une fois extraits, les 
cerveaux étaient immédiatement immergés dans du tampon PBS (1x). Pour la lyse des tissus 
cérébraux un cocktail composé de RIPA (radio immunoprecipitation assay buffer) et d’une 
solution inhibitrice de protéases (Roche Diagnostics) a été utilisé. Nous avons par la suite procédé 
à la sonication des protéines durant 30 secondes à raison de 3 cycles. 
Immuno-buvardage   
Pour l’analyse protéique de nos échantillons, nous avons utilisé le buvardage de type Western. Les 
protéines extraites des échantillons, ont été quantifiées en utilisant la méthode de Bradford au bleu 
de Coomassie. L’électrophorèse des protéines se faisait sur gel de polyacrylamide 10% en présence 
de sodium-docedyl-sulfate (SDS-Page) durant environ 1h20 min avec des voltages de migration 
variant entre 100V et 140V (Bio-rad). Le transfert des protéines se faisait à une membrane de 
nitrocellulose de 0.2mm (Bio-rad) durant 2h avec un voltage de 20V. À la fin de chaque transfert, 
et afin de valider son succès, une vérification au rouge ponceau été effectuée. Les membranes 
étaient ensuite bloquées durant 1h soit dans du lait écrémé 5%-1xTBS-T ou dans du BSA à 3%-
1xTBS-T pour les protéines phosphorylées. L’incubation avec l’anticorps primaire se faisait durant 
la nuit à 4 °C, par la suite la membrane était lavée 3 fois durant 5min avec de la TBS-T 0.05%-1X 
et incubée durant 1h avec un anticorps secondaire « horseradish peroxidase-conjugated » 
correspondant à l’anticorps primaire. À la fin de cette période d’incubation, la membrane était 
encore une fois lavée à trois reprises à raison de 5 min avant la révélation.  
Extraction de l’ARN à partir de cultures cellulaires et RT-qPCR 
Pour réaliser des PCR en temps réel (RT-qPCR), l’ARN a été extrait à partir des échantillons de 
cultures cellulaires en utilisant le réactif TRIzol (Invitrogen). Une fois extrait, l’ARN a ensuite été 
quantifié au TECAN et conservé à -80°C. Pour faire nos RT-qPCR, nous avons procédé à la réverse 
transcription de l’ARN en ADNc en utilisant une reverse transcriptase appartenant aux Kit 
iScript™ Reverse Transcription de (Bio-rad). Les RT-qPCR ont été réalisées en triplicata en 
utilisant le master mix MBI Evolution EvaGreen qPCR de la compagnie Montréal Biothec Inc. 
avec l’appareille Real-Time PCR (ABI 7000) du centre de recherche du HMR. 
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RESULTATS ET DISCUSSION 
Résultats 
L’inhibition de la voie NF-κB dans les HEK293T induit une diminution de l’expression de 
BMI1 
Peu d’études ont exploré la relation directe ou indirecte entre le proto-oncogène BMI1 et le facteur 
de transcription NF-κB dans le contexte de neurodégénérescence ou de vieillissement. Cependant 
certains travaux réalisés sur les cancers gastriques et hépatiques confèrent au BMI1 un rôle 
important dans l’activation de NF-κB111, 112. À cet effet, en nous servant de cellules immortalisées 
de type HEK293T, nous avons voulu savoir dans un premier temps si la relation entre BMI1 et 
NF-κB était interdépendante. Autrement dit, est-ce qu’une inhibition de NF-κB allait induire une 
variation dans l’expression de BMI1. À cet égard, pour inhiber la voie NF-κB nous avons utilisé 
une molécule chimique soit la Caffeic acid phenethyl ester (CAPE).  Comme abordé dans la section 
matériel et méthodes, nous avons exposé les cultures de HEK293T à différentes concentrations de 
la molécule CAPE durant des périodes d’incubations à 37°C, allant de 1h à 72h. L’inhibition 
efficace de NF-κB a été obtenue suite à une incubation de 24 h avec des concentrations croissantes 
de CAPE : 10, 15 et 25 µg/mL. Les résultats que nous montrons à la figure 11 sont ceux obtenus 
à partir d’une seule expérience (n=1) et analysés avec la technique d'immuno-buvardage. Ils 
indiquent qu’à des concentrations efficaces d’inhibition du facteur NF-κB soit 10, 15 et 25 µg/mL, 
on remarque une baisse et une inhibition conjointe de BMI1. Alors qu’à la concentration de 30 
µg/mL l’effet inhibiteur de la CAPE sur NF-κB ne s’observe pas, de la même façon qu’aucune 








Figure 32: Analyse par immuno-buvardage de l’expression de BMI1 et de p65-Totale suite à l’inhibition du facteur 
NF-κB au niveau de cellules HEK293T après 24h00 d’incubation à différentes concentrations de CAPE. 
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La perte de fonction génique de BMI1 et l’inhibition du BMI1 au niveau de HEK293T 
induisent une diminution de p65-totale et de l’IL8 
Comme présenté plus haut, l’inhibition du facteur NF-κB s’accompagne d’une baisse de 
l’expression de BMI1 au niveau des HEK293T. En partant de ces résultats nous voulions savoir si 
le même effet était observé au niveau de l’expression de la p65-totale dans un contexte d’absence 
totale du gène BMI1. En utilisant la technologie CRISPR/cas9 nous avons procédé à des 
expériences de knockout de BMI1 dans les cellules HEK293T.  
Au niveau des cellules HEK293T nous avons seulement pu obtenir un knockout d’environ 45% 
malgré plusieurs tentatives. Les résultats que nous présentons aux figures 10 sont donc ceux d’une 
seule expérience (n=1). Dans un premier temps nous avons validé le knockout en analysant nos 
résultats à l’aide d'immuno-buvardage et de qRT-pcr. Au niveau des cellules HEK293T knockout, 
bien que le knockout ne soit que partiel nous observons tout de même une baisse des niveaux 
protéiques de p65 totale (figure 10). Ces résultats, additionnées au précédent suggèrent qu’il 
existerait une interaction interdépendante entre le proto-oncogène BMI1 et la sous-unité p65 du 













Figure 33: Analyse par immuno-buvardage de l’expression de p65-Totale au niveau des cellules HEK293T suite 
au Knockout de BMI1 avec CRISPR/cas9. 
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Afin de vérifier si la déficience en BMI1 pouvait induire une baisse ou une augmentation dans 
l’expression d’interleukines, telle que l’IL8, dont le gène est ciblé par le facteur de transcription 
NF-κB, nous avons inhibé BMI1 (knockdown) dans les cellules HEK293T à l’aide d’un plasmide 
ShBMI1. Nous avons par la suite utilisé la RT-qPCR pour valider le knockdown de BMI1 et 
l’expression du gène de l’IL8. Les résultats présentés ci-dessous sont ceux d’une seule expérience 
(n=1) et ils indiquent une baisse de l’expression de l’IL8 au niveau des cellules ShBMI1 comparé 











La stimulation de la voie NF-κB induit une activation de p65 uniquement au niveau des 
échantillons HEK293T déficients en BMI1 
Pour résumer les résultats présentés plus haut, nous rapportons que l’inhibition du facteur NF-κB 
avec la molécule CAPE induit également la diminution de l’expression de BMI1. D’un autre côté 
l’inhibition de BMI1 induit également une diminution de l’expression de p65-totale ainsi que de 
l’IL8. Sur la base de ces résultats nous avons voulu savoir si la déficience en BMI1 pouvait 
interférer avec la voie canonique d’activation de NF-κB et la réponse immunitaire innée à travers 
les récepteurs PRR. Pour ce faire nous avons procédé à l’activation des récepteurs Toll Like 
Receptors (TLRs) avec la LPS (lipopolysaccharides). Grace à leur habilité à reconnaitre différentes 
molécules apparentées aux composants de plusieurs agents pathogènes, les récepteurs TLRs jouent 
un rôle critique dans la réponse immunitaire innée des cellules113. À cet effet, les cellules 
HEK293T sh_BMI1 et sh_scrambled ont été incubées 24h avec la LPS (100ng/mL).  
Figure 34: Analyse par RT-qPC de l’expression de l’IL8 et de p65-
totale dans une population de cellules HEK293T déficientes en BMI1 
comparé à un contrôle.   
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L’analyse avec la technique d’immuno-buvardage du résultat que nous avons obtenus à partir 
d’une seule expérience (n=1), indique une légère augmentation de la forme active de p65 totale, 
soit p-p65, uniquement dans les cellules déficientes en BMI1 mais pas nécessairement au niveau 
du groupe contrôle (Figure 14). Cette augmentation ce chiffre à environ 8% après la quantification 
des protéines avec le logiciel d’Imaris (Fiji). Alors que dans le groupe contrôle (DMSO), la 























Régression du réseau de connexions dendritiques et diminution des ramifications axonales 
des neurones matures post-mitotiques après 45 jours de culture in vitro 
Afin de répondre à notre problématique de recherche en lien avec le phénomène de 
neurodégénérescence, nous avons utilisé des cultures de neurones in vitro obtenues par des 
procédés de différenciation de cellules souches humaines en neurones corticaux. Comme expliqué 
à la section de matériel et méthode, pour étudier la neurodégénérescence et le vieillissement des 
neurones in vitro, nous avons utilisé des neurones post-mitotiques matures gardés en culture plus 
de 45 jours afin d’établir un semblant de parallélisme entre la maturité du réseau neuronal cortical 
in vivo chez l’être humain et la maturité des neurones post-mitotiques in vitro. À cet égard nous 
nous sommes posé deux questions : 
➢ À quel moment exactement sur la base du protocole déjà développé et utilisé par le 
laboratoire, les neurones maintenus en culture atteignaient un point maximal de réseautage 
dendritique et de projections axonales? 
➢ Quelle était la durée maximale du maintien en culture de neurones matures post-
mitotiques?  
Dans le cadre de ce projet, la réponse à ces deux questions s’est principalement basée sur des 
observations qualitatives, puisque les marqueurs biologiques des cellules à chaque phase de leur 
développement avaient déjà été déterminés antérieurement par d’autres membres du laboratoire.  
À la phase de progéniteurs neuronaux :  
À travers des observations microscopiques nous pouvons constater que lors du tout premier stade 
de leur différenciation les cellules souches neuronales prolifèrent sous forme de sphères pour 
former des amas cellulaires de dimensions variables appelés « neurosphères »114. À la fin de la 
phase de progéniteurs, les neurones en culture, exhibent un corps cellulaire à partir du quel partent 
des projections axonales qui permettent de connecter les corps cellulaires des neurosphères entres 
elles. C’est le début du développement du réseau de connexions axonales et des branchements 
dendritiques entre les neurosphères. Ce stade-ci de la différenciation neuronale se distingue du 
stade avancé à travers la rareté et l’immaturité du réseau de connexions dendritiques et axonales 
















À la phase de neurones mature post mitotique (35 et 45 jours) 
À des stades avancés de leur développement, vers environ 35 à 45 jours, les neurones en culture 
atteignent un pic de maturité qui se traduit par un important réseau stable en 3 dimensions de 











Figure 37: Image microscopique (10x) indiquant le pic de développement du 
réseau dendritique et axonale des cultures en 3D de neurones à 45 jours de 
maturité post-mitotique. Source A.Moursli_Labo 
G.Bernier_CRHMR_Mars2020. 
 
Figure 36: a) Image microscopique (4x) : les flèches rouges indiquent la formation de neurosphères. b) Image 
microscopique (10x) : la flèche jaune indique le début des projections axonales qui partent à partir des neurones pour se 
connecter à d’autres corps cellulaires. c) Image microscopique (20x) : grossissement de la même neurosphère qui permet 
une meilleure visualisation de l’accumulation en trois dimensions de corps cellulaires et les projections axonales.  Source 
A.Moursli_Labo G.Bernier_CRHMR_Mars2020 
a. b. c. 
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À la phase de neurones mature post mitotique après 45 jours de culture in vitro 
Après 45 jours de culture in vitro, le réseau complexe de connexions axonales et dendritiques a 
progressivement tendance à régresser. Nous pouvons observer un amoindrissement des projections 









Après 80 à 85 jours de culture in vitro, il est possible d’observer une régression quasi complète du 
réseau axonal, une apoptose cellulaire et la disparition des colonies de neurones qui habituellement 











Figure 38: Image microscopique (4x) indiquant la régression progressive du 
réseau dendritique et axonal autour de 50 à 60 jours de cultures en 3D de 
neurones post-mitotique. Source :A.Moursli_CRHMR_Mars2020. 
Figure 39: Image microscopique (4x) indiquant la disparition complète du réseau 
dendritique et axonal à environ 85 jours de culture in vitro de neurones post-
mitotique. Source : A.Moursli_Labo G.Bernier_CRHMR_Mars2020. 
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L’amputation du gène BMI1 au niveau de neurones matures post-mitotiques induit une 
diminution de p65-Totale  
Afin d’étudier les variations d’expression du facteur NF-κB dans un contexte de déficience en 
BMI1, au niveau de neurones matures in vitro, nous avons procédé à des expériences de délétion 
du gène BMI1 et d’inhibition de BMI1 à 50 jours de culture. Plusieurs travaux de recherche qui se 
sont intéressés au vieillissement des neurones, de la sénescence neuronale et de la 
neurodégénérescence ont démontré que lorsque les neurones étaient maintenus en culture plus de 
45 jours, ils pouvaient exhiber des caractéristiques de sénescence cellulaire et de 
neurodégénérescence115,116,38,48. Étant donné que nous commencions à observer des signes de 
neurodégénérescence in vitro après 45 jours sur plusieurs cultures de neurones, en combinant ces 
observations avec celles rapportées dans la littérature nous avons opté pour une période comprise 
entre 50 et 60 jours de culture in vitro pour procéder à nos expériences.   
Avec la technologie CRISPR/cas9 nous avons procédé au knockout de BMI1 en ciblant les 
séquences de l’exon 3 du gène BMI1. Le protocole que nous avons utilisé a nécessité la réalisation 
de trois transfections qui étaient espacées de 2 à 3 jours après 24h d’incubation. Nous avons 
constaté qu’à la troisième transfection, les cellules transfectées pouvaient exhiber les mêmes 
caractéristiques microscopiques que les neurones gardés en culture plus de 70 jours, 











Figure 40: a) Imagine microscopique (10x) de neurones matures Scrambled (contrôle) à 59 jours de culture. b) Image 
microscopique (10x) montrant une régression du réseau axonal et dendritique de manière prématurée comparativement au 







Avec la technique d’Immuno-buvardage nous avons analysé les résultats d’une expérience (n=1) 
de la délétion du gène BMI1 avec le CRISPR/cas9. Nous obtenons une baisse de l’expression du 
la sous-unité p65-Totale d’environ 82% dans les neurones corticaux matures comparativement au 
groupe contrôle (Figure 20). Ces résultats rejoignent ceux présentés plus haut au niveau des 
HEK293T. Il apparaît que la déficience en BMI1 est associée à une diminution de l’expression de 
NF-κB aussi bien dans des cellules immortalisées comme au niveau des cellules non mitotiques 












En plus de la technique du buvardage, nous avons également eu recours à la méthode RT-qPCR, 
d’un côté pour valider l’efficacité du knockout de BMI1 mais également pour analyser l’expression 
des deux sous-unités p50 et p65 du complexe NF-κB au niveau des neurones déficients en BMI1. 
Les résultats de RT-qPCR obtenus sont en corrélation avec ceux des niveaux protéiques puisque 
nous observons une baisse très importante des p65 et p50 au niveau des neurones knockout 





Figure 41: Analyse par immuno-buvardage des résultats de la délétion du gène BMI1 au niveau de neurones matures 
post-mitotique. La délétion du gène BMI1 induit une baisse de l’expression de p65-totale de près de 80% comparé au 











Au niveau de neurones mature in vitro, la déficience en BMI1 n’est pas associée à une 
production d’IL6 et IL8   
En nous appuyant sur les résultats présentés à la figure 21, nous avons analysé au niveau 
transcriptionnel l’expression de certains gènes ciblés par le facteur de transcription NF-κB et qui 
sont aussi été associées à l’inflammaging, soit les interleukines 6 et 8. Comme indiqué à la figure 
22, l’analyse par RT-qPCR démontre que l’expression des ARNm de l’IL6 et de IL8 est diminuée 
au niveau du groupe de neurones avec une délétion du gène BMI1. Ces résultats, viennent 
corroborer, dans une certaine mesure car il s’agit d’une seule expérience (n=1), les résultats de 
RT-qPCR présentés à la figure 21 et qui indiquent une diminution dans l’expression des sous unités 








Figure 42: Analyse par RT-qPCR des résultats de la délétion du gène du 
BMI1 avec CRISPR/cas9. Abscence de l’expression des ARN messagers 
des sous unités p50 et p65 au niveau des neurones déficients en BMI1. 
Figure 43: Analyse par RT-qPCR de l’expression des IL6 et IL8 
au niveau de neurones mature post-mitotiques suite à la délétion 
du gène BMI1 avec CRISPR/cas9 
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L’amputation du gène BMI1 au niveau de neurones matures post-mitotiques est également 
corrélée à une absence de l’activation de STAT3  
La protéine STAT3, tout comme le facteur NF-κB, est une molécule qui fait partie de la famille 
des facteurs de transcription117 . Dans le contexte de notre projet nous nous sommes intéressés à 
cette protéine d’une part en raison de son rôle dans les phénomènes de la sénescence118,119 , mais 
aussi en raison de son interaction physique avec le facteur de transcription NF-κB au niveau de 
l’ADN lors de la transcription de certains gènes cibles telle que celui de l’IL6 117. Dans les 
fibroblastes pulmonaires humains, le passage de la cellule en état de sénescence s’accompagnerait 
d’une augmentation de la translocation du Stat3 vers le noyau et les mitochondries 118. Une fois 
activé par le biais de MSK2, le facteur Stat3 participerait à augmenter la rétention intranucléaire 
de NF-κB à travers son acétylation via la p300 acétyltransférase120. Avec la baisse de l’expression 
de NF-κB au niveau des neurones et HEK293T déficients en BMI1 (figures 12, 14 et 20), nous 
nous sommes demandé si au niveau de ces mêmes neurones nous allions obtenir un effet 
antagoniste à celui obtenu avec la protéine p65-totale, autrement dit une activation de STAT3 qui 
serait secondaire à une production d’IL6. En effet, une des voies d’activation du facteur STAT3 
(tyr705) fait appel aux récepteurs de cytokines et l’IL6, ce qui participerait à une induction 
prématurée de la sénescence117. Bien au contraire, nos résultats indiquent que l’absence de BMI1 













Figure 44: Analyse par immuno-buvardage des résultats du knockout de BMI1 au niveau de neurones matures 




L’inhibition du BMI1 n’induit pas la production de la cytokine IL8 au niveau de neurones 
matures  
En nous appuyant sur les résultats présentés aux figures 21 et 22, nous avons voulu savoir si 
l’inhibition de BMI1 avec un shBMI1 allait influencer l’expression des cytokines ciblés par le 
facteur de transcription NF-κB soit l’IL8.  Comme indiqué à la figure 24, l’analyse par RT-qPCR 
nous a permis de valider le knockdown de BMI1 et l’expression de l’ARNm de l’IL8. Les résultats 
que nous montrons sont ceux d’une seule expérience, viennent corroborer, dans une certaine 
mesure, ceux aux figures 21 et 22 qui indiquent une diminution dans l’expression des sous unités 








La déficience en BMI1 dans des neurones matures post-mitotiques n’induit pas l’activation 
de p38MAPK 
Les protéines kinases activées par les mitogènes p38 (p38MAPK) font partie d’une voie de 
signalisation cible de plusieurs facteurs de stress cellulaires telle que les dommages à l’ADN ou 
encore le stress oxydatif67 . Ces protéines jouent également un rôle important  dans l’induction de 
la senescence cellulaire au niveau de cellules mitotiques et la production de cytokines en lien avec 
les phénotypes sécrétoires associés à la sénescence et l’inflammaging121 . La molécule p38MAPK 
remplierait cette fonction à travers l’activation simultanée de p53 et de pRb et donc l’induction de 
l’arrêt du cycle cellulaire67. Il a également été rapporté que p38MAPK contribuait à l’amplification 
du signal d’activation de NF-κB à travers l’activation de protéines kinases activées par des 
mitogènes- et le stress (MSK1 et MSK2)122. Les MSK (1 et 2) activent p65 par sa phosphorylation 
en Ser 276. De plus, à travers l’action de MSK2, p38MARK contribue également à une réponse 
inflammatoire par le biais de l’activation du facteur de transcription Stat3122 . 
Figure 45: Analyse par RT-qPCR de l’expression de l’IL8 au 
niveau de neurones mature post-mitotiques suite à l’inhibition de 
BMI1 avec un plasmide (ShBMI1) 
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Étant donnée le rôle de p38MAPK dans l’induction de la sénescence et la potentialisation de 
l’activation de NF-κB, nous avons voulu savoir si l’expression de p-p38 était modulé à la baisse 
dans un contexte de déficiences en BMI1 comme c’était le cas avec p65-Totale et le facteur stat3. 
À cet égard, les résultats d’une seule expérience (n=1) indiquent qu’au niveau des neurones 
matures post-mitotiques ShBMI1 nous obtenons une diminution de l’activation de p38MAK 
comparé au groupe contrôle. Cette diminution est en corrélation avec la baisse de l’expression de 

















Figure 46: Analyse par immuno-buvardage des résultats de l’inhibition de BMI1 au niveau de neurones matures post 








BMI1 norma. à la β actin (neurones 50-60J) 
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Les cerveaux de souris déficients en Bmi1 (Bmi1+/-) présentent une déficience en p65-totale 
lorsque comparés aux souris Bmi1+/+ indépendamment de l’âge.  
Nous avons extrait et analysé des protéines provenant de neufs cerveaux de souris Bmi1+/- et 
Bmi1+/+ âgées entre 20 jours et 24 mois. Nos résultats d’immuno-buvardage indiquent que la sous-
unité p65-totale du facteur NF-κB est exprimée à la baisse dans un contexte de déficience en BMI1, 
soit chez les souris Bmi1+/-. Cette baisse ne semble pas dépendre de l’âge des rongeurs, puisqu’elle 
est observée aussi bien chez les souris de moins de 2 mois comme celles âgées de plus de 16 mois. 
Néanmoins, il est intéressant de soulever que chez les souris totalement dépourvues du gène du 
BMI1, soit les Bmi1-/-, l’expression de p65-Totale est largement augmentée et quasi-comparable à 
celle observée chez les souris Bmi1+/+ (Figure 26). Les souris Bmi1-/- ont souvent une durée de vie 
qui dépasse rarement les 20 jours car l’absence totale du gène Bmi1-/- est incompatible à la survie. 
Généralement les souris déficientes en Bmi1 présentent de multiples retards de développement 
musculosquelettiques et de croissance, de nombreuses anomalies du système nerveux et 
hématopoïétique et une grande létalité postnatale123,124,125. En effet, tout au long de la vie d’un 
organisme, les différents tissus qui le composent sont maintenus et regénérés grâce à un petit 
nombre de cellules souches adultes qui confèrent à cet organisme une forme de longévité126,127. À 
cet égard, le BMI1 en tant que membre du groupe de polycomb (PcG), joue un rôle essentiel dans 
l’auto-renouvellement de ces cellules souches qu’elles soient d’origine hématopoïétique adulte ou 
neuronale126,127. Ce rôle se traduit principalement par ses fonctions répressives de certains gènes 
impliqués dans les mécanismes de la sénescence cellulaire126,127. Donc, une des causes de la courte 
durée de vie observée chez les souris Bmi1-/- s’expliquerait potentiellement par l'induction d’un 
phénomène précoce et généralisé de sénescence cellulaire affectant plusieurs tissus et organes et 




































Figure 48: Analyse par immuno-buvardage de l’expression de p65-totale au niveau de cerveaux de souris Bmi1+/- 
indique une déficience en p65 comparé au cerveau de souris Bmi1+/+. 

















Souris âgées de plus de 18 mois 
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Discussion   
Au meilleur de notre connaissance, l’étude de l’implication conjointe des molécules BMI1 et NF-
κB dans les mécanismes sous-jacents à l’inflammaging dans le contexte particulier de la 
neurodégénérescences n’a encore fait l’objet d’aucune publication. Néanmoins, l’interaction entre 
ces deux molécules a été décrite dans des travaux en lien avec des pathologies cancéreuses, auto-
immunes et inflammatoires. Par exemple dans des études qui ont ciblés certains cancers tels que 
le cancer du sein, du pancréas et le cancer colorectal, la surexpression de l’oncogène BMI1 pourrait 
participer à l'activation du facteur NF-κB et son inhibition participerait à bloquer l'activation de la 
cascade de signalisation du NF-κB111,128,129 
Au niveau des neurones, qui sont des cellules non mitotiques, de prime abord il ne semble y avoir 
aucune connexion directe évidente entre les fonctions de ces deux molécules. En effet, le BMI1 
qui est un oncogène participe à la répression de l’expression de certains gènes ayant un rôle 
principalement dans la prolifération cellulaire et l’auto-renouvellement (self-renewal) des cellules 
souches neuronales7,8,124,125. Tandis que le facteur NF-κB, qui est un facteur de transcription avec 
une localisation initialement cytoplasmique, requière une activation pour ensuite se transloquer 
dans le noyau et participer à la transcription de gènes impliqués dans les réponses immunitaires 
(adaptives et innées) et dans la survie de la cellule15.  
En étant une protéine qui fait partie du PRC1, BMI1 joue un rôle majeur dans le remodelage de la 
structure de la chromatine afin de bloquer la transcription de gènes cibles tels que les gènes 
CDKN2A-INK4A/ARF et HOX130 ,131. En plus de BMI1 et de Ring1B, une troisième protéine, soit 
Ring1A, participe à la composition du complexe PRC1. L’intégrité et la stabilité de ce complexe 
sont maintenues grâce à la liaison de BMI1 à la protéine Ring1B (Rnf2), qui est une ubiquitine 
ligase E31. Afin de pouvoir exercer leurs fonctions épigénétiques, les PcG sont intimement liés à 
la chromatine. Cette force de liaison se fragilise lors de la phosphorylation de BMI1 ainsi que 
d'autres protéines du PcG avec la protéine 3pK (MAPKAP kinase 3). MAPKAP kinase 3 
représente un point de convergence en aval des voies de signalisation ERK et p38 une fois 
activées129. La phosphorylation de BMI1 mène à la séparation du complexe PRC1 de la chromatine 
et la dérépression des gènes cibles129 . Parmi ces gènes cibles figurent l’inhibition du locus 
INK4A/ARF 10,, ce qui confère à BMI1 un rôle important dans la prolifération cellulaire10  . En 
effet, lorsqu’une cellule est exposée par exemple à une situation de stress pouvant induire la 
sénescence, la voie de signalisation de p38 est activée, il s’en suit une phosphorylation de BMI1 
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par MAPKAPK3, suivi de la séparation du complexe PRC1 de la chromatine et la transcription du 
locus INK4A/ARF129. Comme expliqué lors de notre raisonnement scientifique, la perte de fonction 
de BMI1 est justement impliquée dans les phénomènes d’induction de la sénescence en partie à 
travers le rôle occupé dans la cascade de réactions enzymatiques qui mènent à l’activation de p16 
et à l’arrêt du cycle cellulaire à travers l’inhibition de CDK4/647. D’un autre côté, l’activation 
d’ATM (DDR), suite à des dommages à l’ADN, mène également à l’activation de la voie p38 ce 
qui en retour active le facteur de transcription NF-κB à travers l’activation des MSK 1 et 2, et 
induit la production de phénotypes sécrétoires associés à la sénescence67 . Étant donné que nous 
savons très peu sur le degré d’implication de BMI1 dans les phénomènes associés à l’inflammaging 
et à la production de phénotypes pro-inflamatoires, spécifiquement au niveau de neurones 
corticaux ou dans un contexte de neurodégénérescence, dans le cadre de notre projet de maîtrise, 
nous nous sommes donc intéressés au rôle de cette molécule dans la production de cytokines pro-
inflammatoires en utilisant des modèles in vitro et in vivo reproduisant un phénotype de 
neurodégénérescence.  
Sur la base des résultats d’expériences (n=1) de délétion et d’inhibition de BMI1 in vitro, aussi 
bien au niveau de cellules HEK293T qu’au niveau de neurones matures post-mitotiques âgés entre 
50 et 60 jours, il nous apparait que la déficience en BMI1 induit une inhibition du facteur de 
transcription NF-κB. Ces résultats s’observent également in vivo au niveau de cerveaux de souris 
Bmi1+/- âgées aussi bien de 16 mois et plus comme de 2 mois et moins, suggérant que l’âge des 
souris ne semble pas être une variable qui influence ces résultats. D’un autre côté l’inhibition in 
vitro de la voie NF-κB au niveau de cellules HEK293T, avec un inhibiteur soit la molécule CAPE, 
a induit une baisse inattendue et systématique de l’expression du proto-oncogène BMI1. Ces 
résultats ont été obtenus avec 3 concentrations différentes de CAPE. À travers ces résultats, nous 
avons pu répondre à nos premiers questionnements sur la possibilité d’une interaction entre les 
molécules BMI1 et NF-κB. En effet, nous avons remarqué que lorsque le facteur NF-κB n’était 
pas inhibé au niveau des échantillons de DMSO ou lorsque la concentration de CAPE était trop 
élevée, l’expression de BMI1 n’était pas inhibé et elle était corrélée à l’expression de NF-κB. 




À travers nos résultats, il apparaît que la protéine BMI1 semble avoir un rôle dans les fonctions du 
facteur NF-κB. En effet, il existe fort probablement une interaction indirecte entre eux aussi bien 
in vitro au niveau de neurones matures post-mitotiques qu’in vivio dans le cerveau de souris. Les 
deux molécules varient en corrélation dans les mêmes directions, une inhibition du BMI1 induit 
une baisse de l’expression du facteur de transcription NF-κB et vice-versa.  
En outre, au niveau des neurones matures post-mitotiques, la délétion du gène BMI1 avec le 
CRISPR/cas9, n’induit aucune augmentation de la forme active de p65 comparativement aux 
cellules contrôles. Pareillement, cette baisse est également observée au niveau transcriptionnel 
avec les analyses d’ADNc qui nous indiquent une absence de l’expression des sous-unités p50 et 
p65. Dans un contexte de sénescence, la présence de phénotypes pro-inflammatoires n’est pas 
toujours systématique41, probablement parce que les protéines p16INK4A et p14
ARF
 participent à 
l’inhibition direct du facteur NF-κB67. Étant donné que BMI1 est un puissant répresseur du locus 
INK4/ARF, dans un contexte de déficience en BMI1, l’inhibition de p65 observée trouverait 
possiblement son explication par l’activation des protéines p16INK4A et p14
ARF qui en retour 
inhiberaient le facteur NF-κB. Les analyses par RT-qPCR des échantillons de délétion et 
d’inhibition de BMI1, au niveau des neurones, révèlent de surcroît une baisse de l’expression des 
cytokines ciblés par le facteur NF-κB soit les IL6 et IL8.  
D’autres part, les résultats que nous présentons sont en accords avec certaines conclusions émises 
par Y. Okuyama et al (2018)132. En effet, le groupe démontre que BMI1 joue un rôle important 
dans la régulation de l’ubiquitination de IκBα lors des cascades d’activation de NF-κB. Les 
conclusions de leur étude confèrent à la molécule BMI1 une nouvelle fonction cytoplasmique dans 
les processus d’activation de NF-κB. En se liant aux unités constitutives du complexe SCF (Skp, 
Cullin, F-box), une ubiquitine ligase de IκBα, la protéine BMI1 participerait à l’ubiquitination de 
IκBα et donc à sa dégradation, ce qui permettrait une activation du complexe NF-κB et sa 
translocation dans le noyau. 
Dans le cadre de nos résultats nous démontrons aussi que la déficience en BMI1 s’accompagne 
d’une inactivation du facteur de transcription STAT3. Comme mentionné auparavant, une fois 
activé, ce facteur est transloqué dans le noyau où il va physiquement interagir avec le facteur de 
transcription NF-κB et permettre que son action soit prolongée durant la transcription des gènes 
visés par le facteur NF-κB130. L’activation du facteur STAT3 et sa phosphorylation au niveau de 
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la tyrosine 705, dépendent entre autres de son activation à travers des récepteurs cytokines133. 
Parmi ces cytokines, l’IL6 a été identifié dans un contexte de sénescence prématurée et aussi dans 
les états de l’inflammaging66,117. Il apparait à travers nos résultats que la déficience en BMI1 
interfère avec la relation synergique qui existe entre les facteurs STAT3 et NF-κB en induisant une 
inhibition du facteur NF-κB et de ce fait l’expression de l’IL6 et l’inactivation du facteur STAT3. 
D’autre part, un autre élément intéressant ressort à travers l’analyse de l’expression du facteur de 
transcription NF-κB au niveau de cerveaux de souris Bmi1-/-. En effet, nous rapportons à la figure 
26, qu’au niveau du cerveau d’une sourie âgé de 20 jours avec une déficience complète en Bmi1, 
le niveau d’expression de p65 totale est supérieur à celui des cerveaux de souris Bmi1+/-. Comme 
expliqué dans la section des résultats, une déficience totale en Bmi1 est incompatible avec la survie 
des souris au-delà de 3 à 4 semaines. Une des explications probables serait liée à l'induction d’un 
phénomène précoce et généralisé de sénescence cellulaire affectant plusieurs tissus et organes, et 
par conséquent l’incapacité des cellules souches à se regénérer et à se différencier ce qui mène au 
décès de l’animal. L’hypothèse moléculaire de ces évènements serait également liée à l’activation 
des voies de signalisations qui mènent à une apoptose cellulaire suite à des dommages importants 
du double brin d’ADN qui ne peuvent être réparés en raison de cette déficience totale en BMI1. 
En effet, en 2009 le groupe de Liu J et al 134 démontrait que les cellules dérivées de souris Bmi1-/- 
exhibaient une altération de la fonction mitochondriale, une augmentation intracellulaire d'espèces 
réactives de l'oxygène (Reactive oxygen species) et l'activation subséquente des voies de réponse 
aux dommages à l'ADN134. Dans cette même optique, en 2011, un autre groupe, Ginjala V. et al135, 
démontrait que la protéine BMI1 jouait un rôle indispensable dans les processus de réponse aux 
dommages à l’ADN à travers l’ubiquitination des histones H2A, au niveau de la lysine 119, induite 
par des dommages à l’ADN135. La protéine BMI1, est en effet rapidement recrutée aux sites 
endommagés de l'ADN, où elle va demeurer attachée durant plus de 8 h135. La perte totale de 
BMI1, comme observée chez les souris Bmi1-/- , mène ainsi à une altération des voies de réparation 
par recombinaison homologue des ruptures du double brin d’ADN135.. Par conséquent, non 
seulement la déficience totale en BMI1 génère un état de stress intracellulaire qui devient une 
source continue d’induction des dommages à l’ADN mais interfère également avec les processus 
de réparation de l’ADN. D’un autre côté, ces dommages sont de puissants activateurs du facteur 
NF-κB136,137 . L’activation de NF-κB peut avoir lieu une à deux heures suivant la rupture du double 
brin d’ADN à travers l’activation de l'inhibiteur du complexe κB (IκB) kinase (IKK) et la 
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dégradation d'IκBα136.. Dans le cerveau de souris Bmi1-/,-,la déficience totale en Bmi1 causerait 
donc des dommages à l’ADN qui en retour activerait de manière chronique et importante le facteur 
NF-κB, ce qui pourrait expliquer l’augmentation de son expression. Afin de valider cette hypothèse 
il serait probablement pertinent de vérifier l’expression de p-p65, la forme active de NF-kB, ainsi 
que l’expression des molécules ATM, ATR, p-53 et H2AXγ. 
Ainsi, une des hypothèses qui expliquerait la variation dans l’expression de NF-kB observée entre 
les modèles de souris Bmi1-/- (ayant une déficience endogène complète en Bmi1) et les modèles 
bmi1+/- (exprimant des niveaux endogènes intermédiaires de Bmi-1), serait liée à l’induction d’un 
état chronique de dommages à l’ADN secondaire à une absence totale de la protéine Bmi1 dans le 
cerveau de souris Bmi1-/-. Tandis qu’au niveau du cerveau des souris bmi1+/-, la présence de la 
protéine Bmi1 même en quantités inférieures à celles des souris bmi1+/+, , permettrait d’éviter 
l’installation d’un état chronique de dommages à l’ADN et donc l’absence d’une augmentation du 
facteur NF-kB.  
L’augmentation du facteur NF-kB dans le cerveau de la souris Bmi1-/-, pourrait aussi s’expliquer 
par le fait que le facteur NF-κB fonctionne comme un modulateur positif de la sénescence 
cellulaire138. Comme rapporté précédemment, les souris Bmi1-/-, ont une déficience totale en Bmi1 
qui cause un état de stress endogène justifiant la présence d’un état de sénescence cellulaire 
précoce et généralisé des tissus. D’un autre côté, nous savons que les souris Bmi1-/-sont enclin à 
une mort prématurée et certaines études indiquent qu'en réponse à un stress cellulaire, le facteur 
NF-κB favorise l'apoptose à travers l'accumulation nucléolaire de RelA (p65-Totale)139, 140. À cet, 
égard, l’augmentation de NF-κB pourrait également s’expliquer par l’activation des voies de 
l’apoptose et qui mèneraient à la translocation de RelA dans le nucléole, suite à une activation par 
des facteurs de stress lié à la déficience en Bmi1 tel que l’inhibition de CDK4141. Dans ce contexte, 
l’apoptose serait médiée par le déplacement de la protéine nucleophosmin (NPM) à partir du 
nucléole vers le cytoplasme pour se lier à BAX (BCL2 Associated X, Apoptosis Regulator) et le 
chaperonner jusqu’au niveau des mitochondries141. Afin de valider cette hypothèse, il serait 
intéressant de vérifier l’expression de BAX au niveau des cerveaux de souris Bmi1-/- et bmi1+/-.  
Bien que dans le cadre de ce projet, nous présentons des résultats générés à partir d’expériences 
non dupliquées, nos résultats convergent tout de même vers des conclusions similaires à celles 
obtenues dans des études réalisées au niveau de pathologies cancéreuses. À cet égard, nous 
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démontrons que la déficience en BMI1 au niveau des neurones aussi bien in vivo qu’in vitro est 
associée à une inactivation du facteur de transcription NF-κB. Ces observations suggèrent que 
d’autres mécanismes sont impliqués dans l’activation de ce complexe dans un contexte de 
neurodégénérescence et qui favoriseraient le maintien d’un état inflammatoire chronique lié à 
l’inflammaging.  
Limites du projet : notre projet se voulait exploratoire d’une problématique neurodégénérative 
complexe à plusieurs égards et qui suscite beaucoup d’intérêt. Cependant, nous reconnaissons à 
notre projet certaines limites dus à plusieurs facteurs que nous aimerions exposer dans ce qui suit.  
Dans un premier temps les résultats présentés ont été obtenus suite à des expériences qui n’ont pas 
été dupliquées. Afin de donner une puissance statistique à nos observations, il serait pertinent de 
reproduire ces expériences aussi bien au niveau de cellules mitotiques comme non mitotiques. De 
plus, le choix des cellules HEK293T a été intéressent durant les premières étapes du projet car ces 
cellules nous ont permis d’ajuster nos concentrations et de voir le comportement de cellules 
mitotiques déficientes en BMI1. Néanmoins, des cellules capables d’adopter un état sénescent 
comme les fibroblastes, offriraient une information plus adéquate quant à l’étude des phénotypes 
pro-inflammatoires dans un contexte de sénescence cellulaire. Il aurait également été pertinent de 
reproduire ces expériences au niveau des neurones matures post-mitotiques. Cependant la 
génération de cultures de neurones peut en soit présenter plusieurs défis. Parmi ces facteurs 
limitants nous pouvons citer la dimension temporelle. En effet, les cultures de neurones humains, 
obtenus à partir de cellules embryonnaires humaines, demandent jusqu’à 4 mois de maintien en 
culture avant de pouvoir procéder à des expériences. De plus, de par leur fragilité, il n’est pas rare 
que ces cultures ne fassent l’objet d’infections à Mycoplasma ou autres microorganismes, ce qui 
mène à la perte totale du matériel biologique. Compte tenu de cette réalité et par soucis de 
rationnement, nous avons opté pour des designs expérimentaux où les cellules HEK293T étaient 
utilisées en premiers lieux soit pour ajuster des concentrations de molécules, ou pour des tests de 
délétion et d’inhibition du BMI1.   
La technique du CRISPR/cas9 que nous avons utilisé afin d’induire une délétion artificielle du 
gène BMI1 est une puissante technologie d'édition du génome, mais avec certaines limitations liées 
aux facteurs suivants :  
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• Les effets hors cibles ne sont pas rares avec la technologie CRISPR/cas9 et sont la 
conséquence de mutations indels inattendues induites au niveau de sites qui ne sont pas 
ceux ciblés par le mix CRISPR/cas9. Souvent ces sites partagent des séries de séquences 
similaires à celles du gène ciblé142 . L’effet hors cible se traduit par une délétion incomplète 
du gène d’intérêt, par exemple dans le cas de nos expériences il nous a été difficile d’obtenir 
une délétion complète du gène BMI1 supérieure à 70% au niveau des cellules HEK293T. 
Par contre au niveau des neurones matures post-mitotiques nous avons pu obtenir, dans 
deux expériences, une délétion d’environ 80% vérifiée uniquement par immuno-
buvardage.  
• Le principe d’action de la technologie CRISPR/cas9 repose essentiellement sur la fonction 
de cas9 à induire des ruptures du double brin d’ADN (DSB) qui sont réparées soit par le 
mécanisme de jonction d'extrémités non homologues (NHEJ) ou par la réparation dirigée 
par l’homologie (HDR)132,143. À travers son action, la cas9 cause donc des dommages à 
l’ADN qui activent les voix de signalisation (ATR) qui mènent à un état de sénescence 
cellulaire et ce qui par conséquent peut interférer avec l’efficacité et la précision de la 
délétion du gène cible133.  
CONCLUSION 
La maladie d’Alzheimer est une condition de santé extrêmement débilitante. Son diagnostic 
précoce demeure impossible de même qu’il n’existe aucun traitement pouvant stopper son 
évolution. De plus en plus, on reconnait aux processus inflammatoires chroniques de faible degré 
ou l’inflammaging, un rôle important dans la genèse de la démence, le déclin cognitif et d’autres 
phénotypes neurodégénératifs liés au vieillissement. En effet, l’implication du facteur de 
transcription NF-κB dans la production des phénotypes pro-inflammatoires associés à la 
sénescence au niveau de cellules mitotiques a fait l’objet de plusieurs études. Néanmoins, très peu 
de travaux existent sur l’implication conjointe de la molécule BMI1 et du facteur NF-κB dans les 
mécanismes de l’inflammaging dans un contexte de neurodégénérescence. La motivation première 
de ce projet de maitrise était d’apporter une information additionnelle qui pourrait aider à la 
compréhension des mécanismes sous-jacent aux phénomènes de l’inflammaging dans le contexte 
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2. Liste des Anticorps primaires utilisés dans l’immuno-buvardage 
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